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Beitrag zur Kenntnis der Ascorbinsiureoxydase. 
II. Mitteilung*. 
Von 
W. Diemair und K. Zerban. 
(Aus dem Universitats-Institut fiir Nahrungsmittelchemie, Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 2. August 1943.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer vorausgegangenen Mitteilung (1) wurde iiber die Dar- 
stellung und Reinigung der Ascorbinséiureoxydase (AO.) sowie iiber 
die Abhangigkeit der AO.-Wirkung vom Kupfergehalt, der Temperatur 
und dem px berichtet. ; 

Die nachfolgenden Ausfiihrungen beschiftigen sich mit der Enzym- 
aktivitat und ihrer Beziehung zur Zeit und zur Enzym- und Substrat- 
konzentration und mit der Einwirkung von Inhibitoren. Es wurden 
auch experimentelle Unterlagen gesammelt iiber die Enzymspozifitit, 
die mengenmiBige Verteilung der |-Ascorbinsiure und der Oxydations- 
enzyme. 

In jiingster Zeit beschaftigte sich K. Wacholder (2) mit dem Ascorbin- 
siure-Oxydationsvermégen von Pflanzenextrakten und berichtet dariiber, 
daB die Trennung der Peroxydasewirkung von den iibrigen enzymati- 
schen Oxydationen quantitativ méglich sei, daB aber die Abtrennung 
der AO. und der Polyphenolase nicht mit Sicherheit gelinge. Dies 
miiBte aber méglich sein, wenn eine indirekte Oxydation durch Ent- 
fernung der meist vorhandenen Phenole und Polyphenole verhindert 
werden kénnte. Auch mit diesen Versuchen beschiftigt sich die nach- 
folgende Arbeit; ferner wurde ein Weg zur enzymatischen Bestimmung 
der 1-Ascorbinsaure in biologischen Lésungen gezeigt. 


Enzymwirkung in Abhingigkeit von der Zeit und der Enzym- 
und Substratkonzentration, 


Es kann darauf verzichtet werden, die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen ebenfalls in vier Untersuchungsreihen wiederzugeben. 
Unterschiede zwischen der Wirkung des Gurken- und Kiirbisenzyms 
waren hier nicht feststellkar; auch der Reinheitsgrad beeinfluBte den 
Oxydationsverlauf grundsitzlich nicht. Lediglich gegen Ende der 
Reaktion trat bei reineren Priparaten meist eine stirkere Verzégerung 
auf als bei weniger reinen Priparaten. Sie ist ohne Zweifel auf die 


* Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
Biochemische Zeitschrift Band 316. 23 
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héhere Empfindlichkeit der gereinigten Enzymlésungen bei star \er 
Verdiinnung zuriickzufiihren. Im folgenden werden daher nur die 1, 
Enzymlésungen aus Gurkenpre@siften erzielten Ergebnisse mitgetelt. 
Die Enzymlésungen des Reinheitsgrades B erwiesen sich als recht 
haltbar, insbesondere dann, wenn den Priiparaten Glycerin zugeset7t 
wird!, 


Tabelle I. Reaktionsverlauf in Abhangigkeit von Zeit und Enzyw. 
konzentration. 





Ein- | wpe: ad Ein- 
wirkungs- wirkungs- | 
dauer dauer 
Min. Min. 


0,00 0,00 10 | | 4,84 





0 


1 
9 


0,00 

1,6 ul 

1,96 1,00 12 5,62 

3,10 6,10 

3,94 1,90 | 1,02 6,96 | 3,56 
4,88 7,47 
6,88 | 3,04 | 7,89 4,62 
6,70 8,00 

7,24 | 3,76 | 1,87 5,27 
7,69 | | 6,02 





a = vorgelegte 1-Ascorbinsiure 8 mg in 8 ccm Wasser + 1 cem Enzymldsung 
(zwei Einheiten), Temperatur 20° C, 


b = vorgelegte 1-Ascorbinsiure 8 mg in 8 ccm Wasser + 1 ccm Enzymlésung 
(eine Einheit), Temperatur 20° C, 


c = vorgelegte 1-Ascorbinsiure 8mg in 8 ccm Wasser + 1 com Enzymlésung 
(0,5 Einheit), Temperatur 20° C, 


d@ = vorgelegte 1-Ascorbinsiure 8 mg in 8 ccm Wasser + 1 cem Enzymlésung 
(0,25 Einheit), Temperatur 20° C. 


Wie die Abb. 1 zeigt, ist der Substratumsatz eine annihernd lineare 
Funktion der Zeit, eine Reaktion ,,nullter Ordnung‘. Die Umsatz- 
si tai steht demnach im direkten Verhiltnis zur Enzym- 


1 Auf die in fermentchemischen Arbeiten vielfach benutzte’ Behandlung 
mit Toluol wurde bei der Aufbereitung und Aufbewahrung wirksamer Enzym- 
lésungen verzichtet, da Toluol Aktivitaétsminderung (Proteinschadigung) hervor- 
ruft; insbesondere bei Toluoliiberschu8 entsteht an der Berithrungszone von 
Toluol- und Enzymlésung spontan eine Haut von irreversibel denaturiertem 
EiweiB. Wesentlich bessere Erfahrungen wurden dagegen bei Zusatz von 
Glycerin gemacht, das sich auch in starksten Konzentrationen bewahrt. 50fach 
gereinigte Enzymlésungen in 80°,igem Glycerin warenvunter Stickstoff in der 
Kaltetruhe bei — 18°C monatelang ohne jeden Verlust haltbar. Auf diese 
vorteilhafte Verwendbarkeit von Glycerin sei hier besonders hingewiesen, da 
iiber die Eignung des Glycerins in solchen Fallen in der Literatur nichts be- 
kannt ist. 
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konzentration und ist von der Substratkonzentration nahezu unab- 
hingig. Mit dieser Feststellung kénnen die Ergebnisse von 7’. Ebihara (3) 
und von W. A. Engelhardt und B. H. Bukin (4) bestiatigt werden. 


mg / \ 
6 





Abb. 1. Reaktionsablauf in Abhangigkeit von der Zeit wr 
und der Substratkonzentration. 


a vorgelegte l-Ascorbinsiiure 16mg in 8 ccm Wasser 
+ lecm Enzymlisung (zwei Einheiten) 

b vorgelegte l-Ascorbinsiure.12mg in 8 ccm Wasser 
+ leem Enzymlésung (zwei Einheiten) 

c¢ = vorgelegte 1-Ascorbinsiiure 8mg in 8ccm Wasser 
+ 1leem Enzymlésung (zwei Einheiten) 

d vorgelegte 1l-Ascorbinsiiure 4mg in 8ccm Wasser 
+1eem Enzymlésung (zwei Einheiten) 
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Die Einwirkung von Inhibitoren auf die Ascorbinsiureoxydase aus Kiirbis. 


Wie bereits einleitend hervorgehoben, sind die zur Zeit vorliegenden 
Untersuchungsergebnisse iiber die hemmende Wirkung verschiedener 
Substanzen auf AO. wenig einheitlich. Unklar ist vor allem das Ver- 
halten von Blausiure und Kohlenmonoxyd, weshalb diesen Stoffen 
besondere Beachtung geschenkt wurde. Weiterhin wurden gepriift: 
Schwefelwasserstoff, Rhodanid, HiihnereiweiB, Traubenzucker und 
Rohrzucker. 

Es wurde in der Weise vorgegangen, daB der Hemmstoff zur 1-Ascor- 
binsiiurelésung gegeben wurde, die auf ein py = 6,0 eingestellt und in 
bekannter Weise oxydiert wurde. 

Zum Versuch mit Kohlenmonoxyd wurde die 1-Ascorbinsiure- 
lésung bei 20°C mit Kohlenmonoxyd gesittigt, wodurch eine Kohlen- 
monoxydkonzentration von etwa m/1000 erreicht wird. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle II zusammengestellt. Die stiirkste 
Hemmwirkung zeigen Schwefelwasserstoff und Blausiiure, die noch bei 
einer m/10000 Konzentration in etwa gleicher Stirke hemmen. Dann 
folgt Kohlenmonoxyd, das ebenfalls noch starke Hemmwirkung besitzt. 
Schwiicher ist dagegen die Wirkung von Rhodanid; Traubenzucker und 
EiweiB besitzen kein spezifisches Hemmungsvermégen. Die schwache 
Verzégerung ist bei den angewandten hohen Konzentrationen, ins- 
besondere fiir EiweiB, durch Viskosititsiinderung bedingt. Saccharose 
zeigt gegeniiber Traubenzucker bei gleich starker Konzentration eine 
sehr erhebliche Hemmwirkung. Diese Feststellung, die in den Unter- 
suchungsergebnissen von W. Klodt und B. Stieb (5) ihre Bestiitigung 
findet, unterstreicht die Bedeutung der Dynamik der Kohlenhydrate 
im pflanzlichen Organismus: durch Bildung des Disaccharids aus 


23* 
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Glucose und Fructose ist der pflanzliche Organismus befihigt, die enzy 1). 
tischen Oxydations- und Reduktionsvorgiinge entsprechend zu beein- 
flussen. Daf sich der pflanzliche Organismus dieser zusitzlic\jen 
Regulationsméglichkeit zum mindesten wihrend des Reifungsproz:sses 
der Friichte bedient, ergibt sich aus dem von R. Alexandrowa und 
H. Kudryawzowa (6) und von C. Leoncini und F. Rogai (7) gefundenen 
Ansteigen des Saccharosegehalts wihrend der Reifung auf Kostey 
der Monosaccharide. 


Tabelle II. Reaktionsverlauf bei Gegenwart von Inhibitoren. 





Verbrauchte ccm 2,6-Dichlorphenol-Indophenol 
Ein- 








a S c 2 ‘ 4 
Mauer” | $2 | $2, | Se | Sz | 82! BS [eb e| B= |B ge Yomun 
a@) ee) 8S | so | 25 | Mn S28) ge | 88a 
Min. a= | a es 2s E Bye iS | & & 
0 45,5 | 45,5 | 45,5 | 45,6 | 45,5 | 45,5 | 45,6 | 45,5 | 45,5) 45.5 
1 || 42,9 | 88,9 | 42,2 | 38,7 | 40,0 | 40,2 | 36,8 | 36,2 | 41,7 34,3 
2 || 41,2 | 28,3 | 29,7 | 323 | 360 37,3 | 29.0 | 27,0 | 38,7. 223 
3 || £9,0 | 29,6 | 36,7 | 28,0 | 34,7 | 34,0 | 20.3 | 18,1 | 35,3 | 12,0 
4 || 87,7 | 27,0 | 34,8 | 25,3 | 23,8 | 31,1 14,0 | 16,7 | 32,7 2,7 
5 —|| 87,3 | 26,7 | 83,7 | 23,0 | 32,7 | 29,0 | 9,7; 7,4 | 300) 0,0 


Substrat: 4 mg 1-Ascorbinsiure in 10 ccm bidest. Wasser. Enzymlisung: 
lccem des Reinheitsgrades E (1 Einheit). py = 6,0. Temperatur 20°C. 


Die Spezifitit der Ascorbinsiureoxydase, 


Es interessierte weiterhin auch die Frage, ob ein weitgehend ge- 
reinigtes Enzym gegeniiber 1-Ascorbinsaure eine ausgeprigtere Spezifitit 
zeigt als das ungereinigte Rohenzym, das zur ,,biologisch-chemischen 
Bestimmung“ der 1-Ascorbinsiiure, z. B. nach H. Tauber und J. S. 
Kleiner (8), benutzt wird. Diese biologische Bestimmungsmethode 
beruht darauf, da8 die 1-Ascorbinsiiure unter optimalen Bedingungen 
der enzymatischen Oxydation unterworfen und der enzymatisch 
oxydierte Anteil als 1-Ascorbinsiiure angesprochen wird; das Verfahren 
setzt die Spezifitit des Enzyms voraus. Nachdem aber G. A. Snow 
und 8S. 8. Zilva (9) festgestellt hatten, daB durch GurkenpreBsaft neben 
]-Ascorbinsiure auch Redukton und Reduktinsiure oxydiert werden, 
muBte der Wert der ,,biologisch-chemischen“ Ascorbinsiurebestimmung 
recht zweifelhaft erscheinen; denn die Bildung von Redukton und 
Reduktinsiure bei kohlenhydratreichen Nahrungsmitteln wihrend der 
Aufbereitung, Zubereitung oder Verarbeitung unter gleichzeitiger 
Hitzeeinwirkung (pasteurisierte Fruchtsifte, Mehlzubereitung, Brot, 
Fruchtpasten, Fruchtsaftkonzentrate, Trockengemiise usw.) ist immer 
zu erwarten. Gleichwohl bestand aber nach den Untersuchungen von 
G. A. Snow und S. 8S. Zilva noch die Méglichkeit, daB die EinfluBnahme 
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die Reduktinsiure erheblich langsamer oxydiert werden als die 1-Ascor- 
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auf Redukton und Reduktinsiiure von Begleitstoffen des Rohenzyms 
bedingt war. Die Versuche wurden daher mit dem durch Ultrafiltration 
und Adsorption gereinigten Enzym durchgefiihrt. 
Das Redukton wurde aus Traubenzucker nach H.v. £uler und 
C. Martius (10), die Reduktinsiure aus Citruspektin tiber Tetra- 
galacturonsiure nach 7’. Reichstein und R. Oppenhauer (11) gewonnen. 
Die hergestellten Lésungen entsprechen in ihrem Reduktionsvermégen 
(2,6-Dichlorphenol-Indophenol) derjenigen einer 10 mg®%igen 1-Ascor- 
binsiurelésung. Zunichst wurde festgestellt, daB Redukton und 
Reduktinsiure vom Rohenzym (Kiirbis) oxydiert werden. Der Versuch 
mit gereinigtem Enzym (Enzympriparat E) und Redukton und Reduktin- 
siure wurde so durchgefiihrt, daB in einer Versuchsreihe fiinf Vergleichs- 
proben angestellt wurden. 
Finf Reagensgliser von etwa 15 mm Weite werden gefiillt mit 

3ccm 100 mg%iger 1-Ascorbinsaiurelésung, 

3 ,, Reduktonlésung, 

3 ,, Reduktinsaurelésung, 

3 ,, einer Mischung von 1-Ascorbinsiure und Reduktonlésung, 

3 ,, einer Mischung von 1-Ascorbinséure und Reduktinsaurelésung ; 

pu der Lésungen = 6,0. 


Nach Zugabe von genau je 1 com Enzymlésung (1 Einheit pro ccm) wurde 
in bekannter Weise in der Schiittelapparatur oxydiert und in Absténden von 
je 1 Minute titriert. 


Die Ergebnisse sind in Tabelle III festgehalten. 


Tabelle III. Spezifitat der Ascorbinsiureoxydase. 





Reduktionswert nach Einwirkung des Enzyms 





Reaktions- | ] 
deuer | l-Ascorbin- Redukton Reduktinsdure {tee “tie 
Min. sure siure sdure 
ok eT a 

0,0 | 34,1 34,1 34,1 34,1 34,1 
0,5 ] — - _ 29,6 29,0 
1,0 22,6 -- 25,8 24,8 
1,5 _ - - 21,6 19,6 
2,0 12,1 30,3 25,1 18,1 17,6 
3,0 | 1,6 _ i _ _ 
4,0 | 0,2 27,5 20,8 13,2 11,2 
6,0 | -- 23,6 15,2 10,2 7,5 
8,0 20,1 11,0 8,7 5,5 
10,0 | _ 17,5 5,1 8,0 3,3 
12,0 | _ 15,8 4,5 7,7 2,3 
14,0 i - 14,3 3,2 1,8 
16,0 | 13,3 2,6 = _ 
20,0 | 11,4 2,4 — _ 


Die Tabelle III 148t erkennen, da sowohl das Redukton als auch 
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binsiure. Dabei ist die Oxydationsgeschwindigkeit im -Gegensatz 
derjenigen der ]-Ascorbinsiiure nicht konstant, sondern nimmt standig 
ab. Weiterhin wird deutlich, daB die Reduktinsiure, die in ihre: 
chemischen Bau der 1-Ascorbinséure sehr ihnlich ist, leichter oxydiert 
wird als Redukton. Die Oxydationsgeschwindigkeit bei den Substrat- 
gemischen 1|-Ascorbinsiiure + Redukton und 1-Ascorbinsiure + Re- 
duktinsiure ist zunichst konstant und von der gleichen GréBenordnung 
wie diejenige der reinen ]-Ascorbinsiiure; dann aber tritt bei beiden 
Versuchen eine zunehmende Verzégerung ein. Aus diesem chatak- 
teristischem Verlauf der beiden Kurvenbilder ist zu schlieBen, dat 
vom Enzym zuniichst nur die ]-Ascorbinsiure und nach deren voll- 
stindigen Oxydation die Reduktinsiiure und dann erst das Redukton 
angegriffen werden. 


Mit den vorstehenden Ergebnissen wird gezeigt, daB weder das 
Rohenzym (KiirbispreBsaft) noch das gereinigte Enzym (Kiirbis) gegen- 
iiber 1-Ascorbinsiure spezifisch wirkt. Diese Untersuchungsergebnisse 
decken sich mit den Beobachtungen von G. A. Snow und S. 8. Zilra (12) 
an GurkenpreBsaiften und sprechen daher fiir ein einheitliches Enzym 
in Gurken- und Kiirbisfriichten. 


Die mengenmaBige Verteilung von 1-Ascorbinsaiure 
und Oxydationsenzymen. 


Die widersprechenden Angaben iiber die mengenmabige Verteilung 
von Oxydationsenzymen im Verhiiltnis zur 1-Ascorbinsiure und die 
dadurch bedingte Unklarheit iiber die biologische Funktion beider 
Wirkstoffe im Oxydations- und Reduktionsverlauf veranlaBte, das 
Oxydationsvermégen in Abhingigkeit vom 1-Ascorbinsiiuregehalt zu 
untersuchen. 


Die 1-Ascorbinsiiure ist in ihrem chemischen Aufbau verwandt mit 
den einfachen Zuckern!; sie ist ebenso wie Starke und Zucker selbst 
als Reservestoff in verschiedenen Pflanzenteilen aufgespeichert. Reserve- 
stoffe (auch die 1-Ascorbinsiure) beteiligen sich aber an dem normalen 
Stoffwechsel nicht; sie werden in der Zeit mangelnder Energie- 
zufuhr — in der Nacht, bei sonnenarmer Jahreszeit, bei organischen 


1 Uber die Biosynthese der |!-Ascorbinséure liegen zur Zeit noch keine 
sicheren Angaben vor. Nach den Untersuchungen von B.A. Rubin, J. W. 
Arzichowskaja, N.S. Spiridonowa und O. T. Lutikowa (13) ist ihre Entstehung 
aus Kohlenhydraten wahrscheinlich. Diese Autoren konnten durch Infiltration 
von Glucose und Fructose in lebendes pflanzliches Gewebe eine bedeutende 
Zunahme an 1-Ascorbinsaure feststellen. Da zur Steigerung des 1-Ascorbinsaure. 
gehalts die Gegenwart von Sauerstoff notwendig war, wird angenommen, dai} 
die |-Ascorbinsiure durch eine aerobe Oxydation des Zuckers gebildet wird. 
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Stérungen und Hemmungen (Schidlingsbefall) der normalen Assimila- 
tion — mobilisiert. 

Es ist daher zu unterscheiden zwischen einer ]-Ascorbinsaure, die 
als Reservestoff physiplogisch unwirksam ist, und einer 1-Ascorbinsiure, 
die physiologisch aktiv in den Oxydations- und Reduktionsmechanismus 
eingreift. Da bisher einer derartigen Unterscheidung keine Beachtung 
geschenkt wurde, so sind die auseinandergehenden Untersuchungs- 
ergebnisse leicht erklirbar. 

Untersucht man Pflanzenteile, bei denen mit Sicherheit ange- 
nommen werden kann, da ein gréBerer Teil der vorhandenen |-Ascorbin- 
siure mit den Reservestoffen aufgespeichert ist — Fruchtfleisch der 
Citrus-, Rosaceen- und Solanaceenfriichte oder fleischig verdickte Blatt- 
stiele der Gemiisepflanzen —-, so wird man immer feststellen kénnen, 
daB bei einem verhaltnismaBig hohen Gehalt an 1-Ascorbinsiure die 
Aktivitat der oxydierenden Faktoren weitgehend zuriickgedringt ist; 
hier tritt ein gewisser Antagonismus zwischen 1-Ascorbinsiure und 
Enzymaktivitat ein. 

Zur Kliirung der Beziehung zwischen physiologisch wirksamer 
|-Ascorbinsiure und den Oxydationsenzymen kénnen diese Ergebnisse 
kaum dienen, vielmehr sind nur solche Pflanzenteile zur Untersuchung 
tauglich, in denen eine nennenswerte Aufspeicherung von ,,inaktiver* 
|-Ascorbinsiiure ausgeschlossen ist; im Wachstum begriffene Pflanzen- 


teile schnellwiichsiger Pflanzen in verschiedenen Entwicklungsstadien 
sind hierzu das geeignete Untersuchungsmaterial. Das Oxydations- 
vermégen gegeniiber ]-Ascorbinsiure ist in den gewonnenen PreBsiften 
durchweg sehr erheblich und daher auch leicht und sicher meBbar, die 
Bestimmung der ]-Ascorbinsiure nach Tillmans ist ebenfalls durch eine 
schmale Umschlagzone erleichtert. 


Versuchsanstellung. Die zur Untersuchung gelangenden Pflanzenteile 
wurden sofort, spitestens etwa 1 bis 2 Stunden nach der Pfliicke verarbeitet. 
Besonderes Augenmerk wurde auf eine sorgfaltige Auswahl der einzelnen Ent- 
wicklungsstadien gerichtet. Zur Bestimmung der 1-Ascorbinsiure wurden 10 g 
der zu untersuchenden Pflanzenteile im Mérser mit 20 ccm 2°, iger Metaphosphor- 
siure unter Zugabe von Quarzsand fein zerrieben. Der Pflanzenbrei wurde 
mit 70 ccm destilliertem Wasser verdiinnt, 10 Minuten lang zentrifugiert 
(3000 Umdrehungen pro Minute) und je 10 ccm der zentrifugierten Lésung mit 
m/1000 2,6-Dichlorphenol-Indophenol titriert. 

Zur Bestimmung der Enzymaktivitat wurden jeweils 10 bis 30 g der gleichen 
Pflanzenteile ebenfalls mit Quarzsand fein verrieben und diejerhaltene Masse 
durch ein Mulltuch gepreBt. Der erhaltene PreBsaft wurde sofort in bekannter 
Weise auf seinen Enzymgehalt gepriift. Je nach Starke des Oxydationsvermégens 
wurden 0,1 bis 10 com PreBsaft 1 Minute lang auf die Substratlésung einwirken 
gelassen. 


Die an den bisher untersuchten Pflanzen und Pflanzenteilen er- 
zielten Ergebnisse sind in Tabelle [V zusammengestellt. Eine Beziehung 
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zwischen ]-Ascorbinsiuremenge und Enzymaktivitét ist deutlich / 
erkennen. Blattknospen der Kiirbispflanze zeigen einen Gehalt « 
1-Ascorbinsiure von 67mg in 100g und den hohen Enzymwert von 
16 Einheiten. In jungen anschieBenden Blittchen werden noch 45 mg 
1-Ascorbinsiure und ein Enzymwert von 13 Einheiten gefunden, wahrend 
stirker ausgewachsene Blitter noch 21 mg 1-Ascorbinsiure bei nur 
0,3 Enzymeinheit aufweisen. 

Diese gleichzeitige Verminderung des 1-Ascorbinsiuregehalts uni 
der Enzymaktivitiit wihrend des Wachstums fiel nicht nur bei Kiirbis 


Tabelle IV. Ascorbinséuregehalt und Enzymwert. 





Pflanzenteil | 1-Ascorbinsiure | Enzymwert 
| mgin 100g | LEinheiten 





Kiirbis (Cucurbita Pepo L.) i 
Blattknospen | 67,0 
Deh PON AE ne es oe bs Ga hee atten eens i 45,0 
Blatter, 4cem lang i 30,0 
Blatter 25cm lang : l 21,0 
Fruchtknoten, unbefruchtet | 54,0 
Fruchtknoten, befruchtet 49,0 
Fruchtschale kleinster Friichte | 10,0 
Fruchtfleisch kleinster Friichte 6,5 
Fruchtschale gréBerer Friichte 8,5 
Fruchtfleisch gréBerer Friichte ............... || 4,5 
Narbe, unbefruchtet | 53,0 
Narbe, befruchtet £5 


Gurke (Cucumis sativus L.) 
Fruchtknoten 24,0 
kleinste Friichte 18,0 
kleine Friichte | 15,0 
groBere, gelbe Friichte | 13,0 


Bohnen (Phaseolus multifl. Lmk.) 








210,0 

156,0 

Blatter; kleinere i 102,0 
MNSURE, WHUIBIO 5 os cine bl coca ee teasie rcs 91,0 
Blatter, gréBere I 80,0 
Fruchtknoten i 64,0 
Friichte, kleine 41,0 
Friichte, gréBere i 33,0 


Erbsen (Pisum sativum L.) } 
BO RINNE oo be ogi oa oo Wince  YalRed oni ales i 134,0 
I PS 55 oe ok sass CaaS Oho i 97,0 
Fruchtknoten 34,0 
Friichte, kleinste 30,0 


Wilder Wein (Quinaria quinquefol. L.) 
Blattknospen 59,0 
Blattchen 44,0 
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und Gurke auf, sondern war auch bei allen untersuchten Pflanzenarten 
feststellbar, deren Enzymwert wesentlich geringer ist. Die Frucht- 
knoten der Bohnen besaBen einen ]-Ascorbinsiuregehalt von 64 mg in 
100g und einen Enzymwert von 0,2 Einheit, die kleinsten Friichte 
(Linge etwa 2 cm) einen ]-Ascorbinsiuregehalt von 41,0 mg in 100g 
bei 0,1 Einheit und etwa 10cm lange Friichte einen 1-Ascorbinsiure- 
gehalt von 33 mg in 100 g bei einem Enzymwert von nur noch 0,04 Ein- 
heit. Es besteht demnach eine enge Beziehung zwischen Ascorbin- 
siiure- und Enzymgehalt einerseits und der Wachstumsintensitat anderer- 

seits; der héchste Gehalt an 1-Ascorbinsiure bei gleichzeitig héchster 
Enzymaktivitat wird stets bei stirkster Wachstumsintensitaét gefunden. 


Uber die Differenzierung der ,,direkten“ und ,,indirekten“ 
enzymatischen Ascorbinsdiureoxydation, 


Systematische Versuche wurden in dieser Richtung vor kurzem 
von K. Wacholder (14) unternommen. Es ist nach Wacholder méglich, 
die Peroxydasewirkung mit Sicherheit von den iibrigen enzymatischen 
Oxydationen quantitativ abzutrennen. AO. und Polyphenoloxydase 
kénnen quantitativ nicht sicher voneinander unterschieden werden. 


Wir versuchten eine Trennung der einzelnen Oxydationswirkungen 
mit dem Ziel, quantitativ die direkte bzw. indirekte enzymatische 
Oxydation im Verhiltnis zur Gesamtoxydation zu verfolgen. Diese 
Differenzierung ist nach den bisherigen Ergebnissen ohne Schwierig- 
keiten méglich, wenn es gelingt, die Oxydationsvermittler der indirekten 
Oxydation abzutrennen und so die Polyphenoloxydasen und die 
Peroxydasen unschidlich zu machen. Besonders gut laBt sich die 
Brauchbarkeit dieser Arbeitsweise an stark phenoloxydasehaltigen 
Pflanzen und Pflanzenteilen beweisen. Kartoffeln werden geschiilt, in 
kleine Wiirfel geschnitten und 100g dieser Wiirfel nach Zugabe von 
Quarzsand fein zerrieben. Dabei fiarbt sich die Masse durch die Ein- 
wirkung der Phenoloxydase auf die vorhandenen Phenolabkémmlinge 
sehr rasch rétlich-braun. Der abgepreBte Saft wird je nach Starke der 
Phenoloxydasen innerhalb 1 bis 2 Stunden dunkelbraun bis tiefschwarz. 
Gleichzeitig tritt infolge der gebildeten Chinone eine Denaturierung der 
EiweiBstoffe und damit auch eine Inaktivierung der Oxydations- 
enzyme ein. 


In gleicher Weise werden nun 100g der zerkleinerten Kartoffeln 
unter Zugabe von Quarzsand und 40 g Ammoniumsulfat fein zerrieben, 
die erhaltene farblose Masse wird 10 Minuten lang zentrifugiert (3500 Um- 
drehungen/Minute) und hiernach die iiberstehende Lésung abgegossen. 
Der Riickstand, der den mit Ammoniumsulfat fillbaren Enzymkomplex 
enthalt, wird in je 100 ccm gesittigter Ammoniumsulfatlésung suspen- 
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diert und dann abgeschleudert. Aufnahme mit Ammoniumsulfatlés,:)\ 
und Abschleudern werden viermal wiederholt. Der so behandelic 
Riickstand wird nun in 100 cem destillierten Wassers suspendiert \i:\< 
zur Abscheidung von Stirke und Zellfragmenten nochmals zentryifugiert 
Die so erhaltene Enzymlésung ‘ist nahezu farblos, klar und verfiir\) 
sich auch nach mehrtagigem Stehenlassen nicht. Eine Verfirbung tritt 
aber spontan ein, wenn zur Lésung Spuren von Brenzkatechin 7u- 
gegeben werden. 


Kine ahnliche Feststellung konnte an verschiedenen polyphenol- 
oxydasehaltigen Friichten und Pflanzenteilen: Apfel, Birnen, Kiirbis. 
blatter, Gurkenblatter, Salat gemacht werden. Aus diesem Verhalten 
geht hervor, daB es méglich ist, die fiir die Oxydation der ]-Ascorbinsiure 
verantwortlichen phenolischen Verbindungen abzutrennen ; damit kann 
die Oxydation durch ,,indirekt‘‘ wirkende Oxydationsenzyme ver- 
hindert, und die verbleibende ‘,,direkte“’ Oxydation durch die AQ. 
festgestellt werden. 

Zur Ermittlung und Differenzierung der ,,direkten“ und_,indi- 
rek¢en“’ Oxydationswirkung in einer biologischen Lésung verfiihrt man 
zweckmaBigerweise so, da man zunichst die Gesamtoxydations- 
wirkung des PreBsaftes in bekannter Weise ermittelt. Nach Abtrennung 
der Begleitstoffe (Substrate der Polyphenoloxydasen und Peroxydasen) 
durch Ausfillung der Enzyme mit Ammoniumsulfat kann die direkte 
Oxydationswirkung der AO. bestimmt werden. Durch Differenz- 
berechnung Gesamtoxydation—Restoxydation erhalt man den Akti- 
vitiitswert der ,,indirekt‘’ wirkenden Oxydationsenzyme. 

Einige der bisher gewonnenen Untersuchungsergebnisse sind in 
Tabelle V wiedergegeben. Diese Werte stellen keine charakteristischen 
.,.Xennzahlen‘ fiir die betreffende Pflanzenart dar; wie schon aus den 
Untersuchungsergebnissen bei Kiirbis, Gurken und Spinat hervorgeht. 
ist die Oxydationswirkung in erheblichem Mae abhangig vom Ent- 
wicklungsstadium des betreffenden Pflanzenteiles, und.zwar derart. 
daB die jiingsten Organe stets die héchsten Oxydationswerte ergeben: 
weiterhin kann mit Sicherheit angenommen werden, daB auch Rasse. 
Umweltsbedingungen, Diingung usw: mafgeblichen Einflu8 haben. 
Die systematische Uberpriifung dieser Fragestellung erfolgt in einer 
spiteren Arbeit. 

Die weitaus héchsten Oxydationswerte liefern Gurken- und Kiirlis- 
friichte, deren Gesamtoxydation fast ausschlieBlich auf die ,,direkte™ 
enzymatische Oxydation zuriickzufiihren ist. Nur bei Kiirbisfriichten 
wird im Friihstadium der Entwicklung eine im Vergleich zur Gesamt- 
oxydation geringe und wihrend des Wachstums weiter abnehmende 
,,indirekte“ Oxydation gefunden. Mit Abstand folgen die Blatttriebe 
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des Neuseeldndischen Spinats, die Fruchtkapseln der RoBkastanie und 
die Blatttriebe von Hndivie, in denen aber im Gegensatz zu Gurken 
und Kiirbis die ,,indirekte“ Oxydation sehr stark tiberwiegt. Bohnen 
und Petersilie erscheinen als (seltene) Vertreter der reinen ,,direkten‘ 
Oxydation. Alle iibrigen untersuchten Obst- und Gemiisearten (Birne, 
Apfel, Kartoffel, Spitzwegerich) sind vorwiegend Trager der ,,indirekten‘‘ 
Oxydation; die spezifische ,,direkte‘‘ Oxydation bleibt aber auch hier 
in allen Fallen mehr oder minder stark feststellbar. 


Tabelle V. Die ,irekte“ und ,,indirekte Oxydationswirkung in 
verschiedenen Pflanzen. 





: if wi * | x 9° ae ae page Tag 
| Gesamt- » Direkte‘‘ ,,Indirekte‘‘ 
PreBsaft | oxydation | Oxydation | Oxydation 


Kiirbis (Cucurbita Pepo L.) 
RN iia ion h orelele Kos du ew UW cad eed 13,00 | 10,80 2,20 


kleimste Friichte............. ccc ccs ceeeee 8,50 | 7,80 0,70 

GPOMORG PYUCNES. 6c - ek eee cece sees 640 | 6,40 0,00 
Neuseel. Spinat (Tetragonia expan. Ait.) | 

kleinste Blattchen.....................04. 4,20 | 0,10 4,10 

RAGIN FRTBORONIOR oe oo ce ccc teenie ees 160 | 0,05 3,55 

io |) gen are 120 | 0,10 1,10 
Petersilie (Petrosel. sat. Hoffm.) 

NS Tah She tual Calwal oes Hoi tb wia'e ap suas 0,10 | 0,10 0,00 
Kopjfsalat (Lactuca sat. L.) | 

Kish PIMtCNEN 2 cet cree ce 0,45 0,15 0,30 
Endivie (Cichorium Endivia L.) 

kleine Blattchen ..... Seen A Vawte Saw eae « 0,60 | 0,15 0,55 
Spitzwegerich (Plantago lanceolata L.) 

junge Blatttriebe......................00. 0.25 | 0,03 0,22 
RoBkastanie (Aesculum Hypoc. L.) 

griine Fruchtkapsel....................... 2,20 0,05 2,15 
Wilder Wein (Quinaria quinquefol. L.) 

junge Blatttriebe......................... 0.28 | 0,02 0,26 
Kartoffel (Solanum tuberos. L.) 

le rine ch cre ica ohare oa 0,12 | 0,02 0,10 
Bohne (Phaseolus vulg. L.) 

unreife Frucht .............. ar eein he tte eon ke 0,20 | 0,20 0,00 

junge Blatttriebe......................... 0,14 | 0,05 0,09 
Bohnapfel (Pirus Malus L.) 

MUN PINOIED 50 cig he Swiss occas se cet ave. 0,30 | 0,02 0,28 
Butterbirne (Pirus communis L.) 

RE INORG 2256 G5 oh vce ecb 's vouly abies OMS 0,10 0,03 0,07 


Die Annahme K. Wacholders (15), daB die AO. in der Pflanzenwelt 
weiter verbreitet ist als bisher vermutet wurde, kann mit den vor- 
liegenden Ergebnissen eindeutig bestiatigt werden. 


, 


3 


IPRA} 
IDNA 


L 


LHI AR 
PiQUAIN 


IC 


« 
4 


OF NV 


PROMI HOCITY £ 
NiVEMO I 





346 W. Diemair u. K. Zerban: 


Die Bestimmung der 1-Ascorbinsiiure durch enzymatische Oxydation, 


Die _ biologisch-chemischen Ascorbinsiurebestimmungsverfah : en 
nach H. Tauber und J. S. Kleiner (16), nach 7. B. Spruyt und W. F 
Donath (17), nach M. Srinivasan (18) und nach W. Neuweiler (19) liefern, 
wie experimentell gezeigt werden konnte, keine Ergebnisse, die dem 
wahren Ascorbinsaiuregehalt entsprechen!. M. Srinivasan (20) hat wohl 
damit in einigen Fallen niedrigere und gegeniiber dem Tillmans-\ er- 
fahren auch genauere Werte gefunden; die erhaltenen Differenzwerte 
sind aber sehr gering und liegen noch innerhalb der Fehlerbreite ces 
Verfahrens. Auch die vor kurzem veréffentlichten Untersuchungen von 
W. Diemair, W. Fresenius und F. Arnold (21) lassen eindeutig erkennen, 
daB die enzymatisch ermittelten Ascorbinsiiurewerte recht unsicher sind 
und keinesfalls den wahren Ascorbinsiuregehalt angeben. 

Nachdem festgestellt worden war, daB auch durch weitgehende 
Enzymreinigung keine Spezifitiitserhdhung zu erzielen ist, wurde 
versucht, auf Grund der bewiesenen stiirkeren Affinitat der AO. zur 
1-Ascorbinsiure eine Vitamin C-Bestimmung zu entwickeln. Zur Uber- 
priifung schienen Extrakte aus Trockengemiisen, die in verschiedener 
Weise hergestellt wurden, als besonders geeignet, da erfahrungsgemiis 
bei Trockengemiisen immer verhiltnismaéBig hohe Reduktionswerte 
gefunden werden, ohne daf diesen Erzeugnissen eine nennenswerte 
antiskorbutische Wirkung zukommt (25—29). 

Als Untersuchungsmaterial diente frisches WeiSkraut, dessen Gehalt an 
1-Ascorbinséure im Durchschnitt 35mg? (Wassergehalt 94%) betrug. Die 
Probe wurde in etwa 5 mm breite Streifen geschnitten, diese 2 Minuten lang im 
Wasserdampfstrom blanchiert, in Eiswasser abgeschreckt und weitgehend durch 
Abtropfenlassen von Wasser befreit. Je 200 g des so vorbehandelten Materials 


werden in verschiedener Weise getrocknet ; iiber Behandlungsart, Beschaffenheit 
des Trockengutes gibt folgende tabellarische Ubersicht AufschluB. 


Tabelle VI. oe und Beschaffenheit des ar eeneme tes. 





Art der Behandlung | - Kufere Beschaffeueit i «@ 


5 Std. bei.65°C getrocknet | Gelblich-wei8, ohne braune 
im Stickstoffstrom Flecken 

3 Std. bei 85°C getrocknet Fleckig, stark gebraunt..... H 
ohne Schutzgas 


5 Std. bei 60°C getrocknet Fleckig, leicht gebraunt .... | 
ohne Schutzgas 


Menge des erhaltenen Trockengutes in g, 
Gehalt an reduzierender Substanz, berechnet als 1-Ascorbinsiure mg in 
100 g Trockensubstanz. 


1 Nach A. Kuhn und H. Gerhard (22) gilt das gleiche fiir die ,,spezifische 
Vitamin C-Bestimmungsmethode nach W. Reissner (23) und M. Ott (24), die auf 
Yer katalytischen Zerstérung der 1-Ascorbinsiure durch Kupfer beruht. 
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DaB bei der Trocknung Verluste an reduzierender Substanz ein- 
traten, war zu erwarten. Uberraschend war indessen, daB die Reduktions- 
werte bei den verschiedenen Trocknungsarten und der sehr verschiedenen 
iuBeren Beschaffenheit des getrockneten Materials noch recht dicht 
beisammenlagen und so bei oberflichlicher Beurteilung ein gleichmaBiger 
Gehalt an noch vorhandener 1-Ascorbinsiiure vorgetiiuscht werden 
konnte; dies um so mehr, als die reduzierende Substanz in allen drei 
Fillen bei entsprechend langer Einwirkungsdauer gereinigter AO. fast 
vollstindig enzymatisch oxydiert werden konnte. 


Nach den vorliegenden Erfahrungen muBte angenommen werden: 
da& hier beziiglich des Ascorbinsiiuregehalts keine gleichwertigen 
Produkte vorliegen konnten. Es wurde daher zur Charakterisierung 
der reduzierenden Begleitstoffe die Oxydationsgeschwindigkeit derselben 
bei Einwirkung von AO. verfolgt. 


Versuchsanstellung. Je 10g Trockengemiise werden mit Quarzsand fein 
gepulvert und mit 20 ccm 5%iger Essigsiure angeteigt. Nach 10 Minuten wird 
die Masse mit dest. Wasser verdiinnt, im MeB8kolbchen auf 100 ccm aufgefiillt 
und dann zentrifugiert. 50 ccm des zentrifugierten Extrakts werden durch 
Zugabe von n/2 Natriumlauge auf py = 6,0 eingestellt und im MeBkélbchen 
auf 100 ccm aufgefiillt. 


Reduktionswerte der Extrakte der einzelnen Trockengiiter. 


Extrakt A: 10 ccm verbrauchen 10,1 ccm n/1000 2,6-Dichlorphenol-Indophenol 
Extrakt B: 10 ccm verbrauchen 8,2 ccm n/1000 2,6-Dichlorphenol-Indophenol 
Extrakt C: 10 ccm verbrauchen 7,2 ccm n/1000 2,6-Dichlorphenol-Indophenol 


5 





Unter Verwendung von je 
5cem der gewonnenen Extrakte 
wird der Verlauf der enzymati- 
schen Oxydation in bekannter 
Weise verfolgt. Im _ Kontroll- 
versuch werden jeweils 5 ccm des 
gleichen, bei py = 6,0 austitrier- 
ten und durch Zugabe von kri- 
stallisierter 1-Ascorbinsiure auf 
den urspriinglichen Reduktions- 
wert eingestellten Extrakts unter 
gleichen Bedingungen enzyma- 
tisch oxydiert. 


Die an Hand der Zahlen- 
werte aufgestellten Oxy- 
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dationskurven (Abb. 2) zeigen 

bemerkenswerte Unterschiede. 

Bei dem unter Stickstoff © 
schonend getrockneten Material (Trockengut I) wird die reduzierende 
Substanz zu annihernd 80% mit gleicher Geschwindigkeit oxydiert 
wie die zugegebene reine 1-Ascorbinsiure. Dieser Prozentsatz kann 
daher als tatsichlich vorhandene |-Ascorbinsiure angesprochen werden. 
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Bei den beiden anderen Materialien, bei denen die Trocknung 0 ine 
Schutzgas und in einem Falle unter stirkerer Temperaturerhéh ing 
(Trockengut II) durchgefiihrt wurde, ist die Oxydationsgeschwindig \ eit 
gegeniiber dem Kontrollversuch erheblich langsamer. Der Verlauf Je 
Kurven erinnert an die bei Redukton und Reduktinsiure ermitte!te 
Ergebnisse. Ohne Zweifel liegen hier iihnliche reduzierende Substan ven 
vor, die bei der Trocknung durch Spaltung der vorhandenen Kohilen. 
hydrate zusitzlich entstanden sind und den gleichzeitig eingetretenen 
Verlust an 1-Ascorbinsiure weitgehend kompensiert haben. Die Kurven 
verlaufen in beiden Fallen nur iiber eine sehr kleine Strecke parialle! 
zur Kontrollkurve und zeigen, daB bei Trockengut II héchstens 10. 
bei Trockengut ILI héchstens 15 bis 20°, der gesamten reduzierenden 
Substanz tatsiichlich 1-Ascorbinsiiure sind!. 

Dieses Ergebnis zeigt, daB es durch Messung der enzymatischen 
Oxydationsgeschwindigkeit méglich ist, eine Differenzierung der ver- 
schiedenen reduzierenden Substanzen zu erzielen und damit den tat- 
sichlichen Gehalt an 1-Ascorbinsiure mit ziemlicher Sicherheit zu er- 
mitteln ; weitere Untersuchungen hieriiber sind im Gange. 


Zusammenfassung. 


1. Der Substratumsatz ist eine annihernd lineare Funktion der 


Einwirkungszeit, die Umsatzgeschwindigkeit ist proportional zur 
Enzymkonzentration und von der Substratkonzentration nahezu 
unabhingig. Die Ergebnisse von 7’. Ebihara und W. A. Engelhard und 
B. N. Bukin wurden damit bestitigt. 


2. Als stirkste Inhibitoren wirken Schwefelwasserstoff und Blau- 
siiure, die noch bei einer Konzentration von n/10000 deutlich hemmen, 
Kohlenmonoxyd zeigt ebenfalls starke Hemmwirkung; schwiicher wirkt 
Rhodanwasserstoff. Dextrose und Eialbumin besitzen auch in molare! 
Konzentration keine spezifische Hemmwirkung, wiihrend Saccharose in 
gleicher Konzentration sehr stark hemmt. 


' DaB eine Neubildung reduzierender Stoffe durch die Gegenwart von 
Sauerstoff bei dem TrocknungsprozeB offenbar geférdert wird, ist im Hin. 
blick auf die durch den Sauerstoff gleichzeitig bedingte Zerstérung der 
bereits vorhandenen reduzierenden Substanz — der ]-Ascorbinsiure — iiber- 
raschend, ein Vorgang, der so erklirt werden kénnte, daB durch die Gegenwart 
des Sauerstoffs eine oxydative Spaltung gewisser Kohlenhydrate unter Bildung 
neuer reduzierender Substanzen eingeleitet wird. Eine derartige Annahie 
steht in Ubereinstimmung mit den bereits zitierten Untersuchungsergebnissen 
von B. A. Rubin, J. W. Arzichowskaja, N. 8. Spiridonowa und O. T. Lutikowa (3) 
iiber die Bildung von 1-Ascorbinséure in lebendem Pflanzengewebe nach In. 
filtration von Glucose und Fructose unter gleichzeitiger Einwirkung von Sauc'- 
stoff. 
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3. Durch‘Reinigung des Enzyms kann die Spezifitit nicht erhéht 
werden. Redukton und Reduktinsiure, Substanzen, die nach (. A. 
Snow und S. 8. Zilva von GurkenpreBsiiften oxydiert werden, werden 
auch von gereinigtem Enzym (Kiirbis) oxydiert. Bei Gegenwart dieser 
Substanzen muB daher die ,,biologisch-chemische Ascorbinsiiure- 
bestimmung in ihrer bisherigen Form versagen. Bei einem Lésungs- 
gemisch von Reduktinsiure —l-Ascorbinsiiure bzw. Redukton —1-Ascor- 
binsiure wird zunichst die l-Ascorbinsiure und erst nach deren Oxy- 
dation die Reduktinsiure und das Redukton oxydiert. 


4. Es muB unterschieden werden zwischen ,,physiologisch aktiver* 
|-Ascorbinsaiure und der |-Ascorbinsaure, die am Stoffwechselgeschehen 
nicht beteiligt ist. ,,Physiologisch aktive“ ]-Ascorbinsiéure und Wir- 
kungsgrad der Oxydationsenzyme stehen in direkter Beziehung: 
in den jiingsten Pflanzenteilen (Fruchtknoten, junge Blatttriebe) 
werden der héchste Gehalt an ,,physiologisch aktiver’ 1-Ascorbin- 
siure und gleichzeitig die héchste Aktivitit der Oxydationsenzyme 
festgestellt. Wihrend des Wachstums sinken der Gehalt an ,,physio- 
logisch aktiver“ ]-Ascorbinsiure und die Enzymaktivitit (Oxydations- 
enzyme). 


5. Begleitstoffe pflanzlicher PreBsifte, die als Substrate fiir Phenol- 
oxydasen und Peroxydasen dienen, sind mit Ammoniumsulfat nicht 
ausfillbar; es gelingt daher, die ,,indirekt‘‘ oxydierenden Enzyme von 
ihren Substraten zu trennen, und damit die Unterscheidung zwischen 
.direkter“ und .,indirekter“‘ enzymatischer Ascorbinsiureoxydation. 


6. Die Affinitét der AO. zu 1-Ascorbinsiiure wird zu deren Be- 
stimmung in hitzebehandelten biologischen Materialien (Trocken- 
gemiise) herangezogen. Der zu untersuchende Saft wird auf ein py = 6,0 
eingestellt, mit Enzym versetzt und die Oxydationsgeschwindigkeit der 
reduzierenden Substanzen gemessen. Dann wird der mit 2,6-Dichlor- 
phenol-Indophenol austitrierte PreBsaft mit einer dem urspriinglichen 
Reduktionswert entsprechenden Menge |-Ascorbinsiure versetzt und 
diese Lésung ebenfalls enzymatisch oxydiert. Die ermittelten Oxy- 
dationsgeschwindigkeiten erlauben eine Differenzierung der redu- 
zierenden Substanzen und eine ziemlich sichere Bestimmung des Gehalts 
an 1-Ascorbinsaure. 
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Der Kalorien- und Schwefelgehalt 
keratinhaltiger Substanzen, mit besonderer 
Beriicksichtigung des Einflusses von Krankheiten 
auf den Kaloriengehalt des Menschenhaares. 
Von 
P. Wehmeyer. 

(Aus dem Staatlichen Seruminstitut in Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 9. August 1943.) 


Der. Zweck vorliegender Arbeit soll sein, Untersuchungen iiber die 
Einwirkung von Krankheiten auf den Kaloriengehalt des menschlichen 
Haares bei Verbrennung mitzuteilen. Einbezogen in die Untersuchungen 
wurden auch tierische Haare und andere keratinhaltige Stoffe, wie 
Federn, Horn, Hufe usw., einerseits um Vergleiche mit Menschenhaaren 
zu bieten, andererseits weil keratinhaltige Substanzen vom chemischen 
Standpunkt aus eine erneute Priifung fordern diirften, da ihr Kalorien- 
gehalt noch niemals, ihr Schwefelgehalt, wie die Literatur zeigt!, nur 
unbestimmt und wenig untersucht worden ist. 


Man mift den Kaloriengehalt mit einem Kalorimeter?, wobei der 
betreffende Stoff in reinem Sauerstoff bei 20 Atm. Druck verbrannt 
wird. Der Wiirmegehalt wird nach der Regnault-Pfaundier schen Formel 
berechnet. Dann liBt sich der Schwefelgehalt des Haares durch 
chemische Analyse der Verbrennungsprodukte feststellen. 


Ehe das Haar zur Untersuchung gelangt, muB es von allen Ver- 
unreinigungen befreit werden, die einen EinfluB auf den Kalorienwert 
haben k6énnen. Hierfiir ist folgende Technik? ausgearbeitet worden: 
Das Haar wird 5 Minuten in etwa 3 %iger Sodalésung, dann 5 Minuten 
in Wasser gekocht, mit n HCl, dest. Wasser und Alkohol gespiilt, die 
Nacht tiber mit Ather extrahiert und darauf getrocknet. Nunmehr 
ist es von allen Fettstoffen befreit und Nachpriifungen haben eigeben, 
daB eine weitere Extraktion mit Ather und CCl, den Kalorienwert 
nicht mehr andert. 

Zunichst wurde der Gehalt an Wasser und Asche und damit die 
Menge des organischen brennbaren Materials untersucht. Den Wasser- 


1 EF. Abderhalden, Biochem. Handlexikon 14, 305—316, 1933. — * Auto- 
matische Kalorimeterbombe, Modell IV, D. R. P.a., D. R. G. M.a., Janke u. 
Kunkel, G.m.b.H., Kéln. — * Unsere Untersuchungen haben gezeigt, daB 
der angewandte Reinigungsproze8 ohne EinfluB auf den Schwefelgehalt der 
Keratine und deren Kalorienwerte war. 
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gehalt findet man durch Erhitzung des Stoffes bei 113° wahrend zwcier 
Tage in einem Trockenofen, worauf dann der Aschegehalt als Gliihrest 
bestimmt wird. 

Es hat sich ergeben, da8 alle keratinhaltigen Substanzen einen 
Wassergehalt von etwa 11,5 ° und einen Aschegehalt von 0,5 bis 1,0)". 
besitzen. Eine Ausnahme bildet die Fahne der Adlerfeder sowie die 
Schlangenhaut: ihr Aschegehalt betrigt etwa 1,8%, dahingegen ist 
ihr Wassergehalt etwa 1°, geringer. 

Die Menge des organischen brennbaren Materials ist demnach nit 
guter Anniherung fiir alle keratinhaltigen Substanzen die gleiche. 
Ebenso stimmen sie im N-Wert (Kjeldahl) iiberein (etwa 13,9). Man 
kann also zwischen den verschiedenen Substanzen einen direkten 
Vergleich ihres brennbaren Materials anstellen nach den Werten, die 
sich durch direkte Analyse der keratinhaltigen Substanzen ergeben. 
Diese Verbrennungsanalysen haben nun zu folgenden Befunden gefiilirt: 

1. Siugetiere (Tabelle I), Der Kalorienwert des Haares ist unab- 
hingig von der Tierordnung, zu der das betreffende Tier gehdrt. Be- 
merkenswert ist es jedoch, daB Haare von Ratten, Miausen und 
Schweinen, die eine gemischte Kost erhalten, einen héheren Kalorien- 
wert aufweisen als die von Tieren mit ausgesprochen einseitiger Pflanzen- 


Tabelle I. Kalorien- und Schwefelgehalt von Saugetierhaaren. 
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L zWeier kost. Ebenso haben die Haare von Menschen zwischen 20 bis 50 Jahren, 
rlithrest die ja eine mehr abwechslungsreiche Ernihrung genieBen, einen Kalorien- 

gehalt, der weit tiber dem aller Tiere liegt. Der Schwefelgehalt ist in 
n einen den Haaren der Primaten und der Raubtiere betrichtlich héher als in 
s 1.99 denen anderer Tiere, unter denen Schafe und Ziegen den niedrigsten 
wie die Schwefelgehalt besitzen. 


gen ist Dieser Unterschied im Schwefelgehalt wiederholt sich bei der 
Hufsubstanz der Tiere, die jedoch an sich niedrigere Werte zeigt (Ta- 
ich mit belle II), wihrend ihre Kalorienwerte dagegen héher liegen. 
gleic he. 
). Man Tabelle Il. Schwefelgehalt von Nageln, Hufen, Krallen. 
irekten ——— —~—— - 
, die Tier 
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Von anderen Hornbildungen der Siiugetiere sind Ochsen- und 
Ziegenhérner zu nennen, die den gleichen Schwefelgehalt aufweisen 
wie die Haare derselben Tiere (Tabelle III). SchlieBlich ist noch mensch- 
liche Schwielenhaut sowie Hiihneraugen anzufiihren. Diese besitzen 
einen sehr niedrigen Schwefelgehalt und haben somit einen ganz anderen 
Charakter als die iibrigen Hornsubstanzen. 
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Tabelle III. Schwefelgehalt von verschiedenen Horngebilden der 
Saugetiere. 





Tier Art der Hornbildung [ % 8 





Mensch ............. | Sehwielen und Hiihneraugen 0,61 
Horn 2,94 
Horn 1,88 
Barten 2,05 
Horn 1,35 


2. Végel (Tabelle IV). Der Kalorien- und Schwefelgehalt der 
Federn ist von dem der Haare ganz verschieden. Der Kalorienwert ist 
bei ihnen betrichtlich héher, der Schwefelgehalt geringer. Am niedrigsten 


« liegt der Schwefelgehalt der Federn bei den ausgesprochenen Pflanzen- 
24 * 
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Tabelle IV. Kalorien- und Schwefelgehalt von Vogelfedern. 





Tiergruppe | : | Kaloriengehalt 


Mévenvégel 4903 
Entenvégel Ganse und Enten 
Hihnervégel Huhn, Rebhuhn, Fasan .... | etwa 4960 
Bekassine 
| Gewohnliche und islandische 
Strandlaiufer 
Regenpfeifer 
Taubenvégel 4920 
4850 
Raubvégel Adler | Rippe 4980 
| Pose 5150 
‘Sperlingsvégel | Sperling 4750 


| etwa 4820 


Sumpf- und Watvégel | 


fressern, wie z. B. Tauben (vgl. Tierhaare). Ebenso ist der hohe Kalorien- 
wert der Federposen zu beachten. 

3. Kriechtiere (Tabelle V). Gehen wir nun zu den Hornstoffen der 
Kriechtiere iiber, so finden wir, daB die Kalorienwerte noch héher, der 
Schwefelgehalt noch niedriger ist als bei den Végeln. Wahrend der 
Schwefelgehalt der Tierhaare zwischen 1,84 bis 3,9°, der der Vogel- 
federn zwischen 2,0 bis 2,35 betrigt, liegt der Wert beim Hornstoff 
der Kriechtiere um 1,65°%. Bei den Siugetieren findet sich somit die 
reichhaltigste Auswahl an Keratinwerten. Bemerkenswert ist es, dal 
die als Erbstiick aus der Saurierzeit anzusehenden Schuppen der 
Schuppentiere hinsichtlich ihres Kalorien- und Schwefelgehalts zwischen 
den Tierhaaren und dem Kriechtierhornstoff liegen. 


Tabelle V. Kalorien- und Schwefelgehalt von Hornbildungen der 
Kriechtiere. 


Art Kaloriengehalt % 8 








Tiergruppe | 





akcne., || Riesenschildkréten 5139 =| «1,60 
Schildkréten |) Gewéhnliche Schildkréten 6155 | 1,70 
Schlangen Schlange 5170 | 1,60 


Kommen wir zuriick zu den Tierhaaren, so sehen wir, daB ihr 
Kaloriengehalt eine sehr stabile GréBe darstellt. Wurden Ratten 
5 Monate lang mit Leber, Gehirn, islindischem Skyr (einer Art Dick- 
milch) oder vitaminarmer Kost gefiittert, so war danach keine Anderung 
des Kaloriengehalts der Haare festzustellen; nur das Wachstum der 
Tiere war beeinfluBt. Auch vom Alter der Ratten war der Kalorien- 
gehalt unabhiingig. Das gleiche gilt auch fiir andere Tiere, so daB der 
Kaloriengehalt also eine gut definierte GréBe darstellt. 

Bemerkenswerte Verhiiltnisse zeigten sich in den Haaren der 
Nagetiere. Hier nimmt der Schwefelgehalt gleichmaBig mit dem Gewiclit 
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der Tiere zu, bis ein fiir jedes Tier bestimmter Schwefelgehalt erreicht 
ist, worauf er sich dann konstant hilt. Ein Ansteigen des Schwefel- 
gehalts um 0,2% war in Haaren von Ratten zu beobachten, die mit 
islindischem Skyr gefiittert waren. Zu bemerken ist auch noch, daB 
schnellwachsendes Kaninchenhaar aus Stelien, wo ein Haarwechsel 
vor sich ging, einen héheren Schwefelgehalt besaB als das normale 
Kaninchenhaar, naimlich 3,15 gegen 2,50°%. Der Kaloriengehalt blieb 
dagegen unverindert. 

Hierdurch unterscheiden sich Nagetiere (und Katzen) von anderen 
Siiugetieren, z. B. Affen, Frettchen und Schafen, die ihr ganzes Leben 
hindureh gleichbleibenden Schwefelgehalt im Haar aufweisen. 

Wihrend der Kaloriengehalt der Tiethaare eine stabile GréBe 
darstellt, gilt dies nicht fiir das Haar des Menschen. Bei der zunichst 
an normalem Haar ausgefiihrten Untersuchung ergab sich: Der Kalorien- 
wert steigt hier von 4740 cal bei Neugeborenen stindig bis auf 4920 
bei den Zwanzigjihrigen. Von diesem Alter an hilt er sich konstant 
bis etwa zum 50. Lebensjahr, worauf er gleichmaBig auf etwa 4750 bei 
Greisen abfillt. Einige individuelle Unterschiede bestehen dabei. So 
schwankt der Kaloriengehalt bei Menschen zwischen 20 bis 50 Jahren 
von 4880 bei langsam wachsendem Haar bis 4960 bei kriaftig und schnell 
wachsendem. Der Schwefelgehalt zeigt geringe, vom Kaloriengehalt 
unabhingige Schwankungen. 

Zur Untersuchung gelangte sodann das Haar von Patienten aus 
verschiedenen Krankenhiiusern!. Bei lingerer, iiber 4 Monate dauernder 
Krankheit zeigten sich Veriinderungen im Kaloriengehalt des Haares. 

Die Untersuchungen an Haaren von 225 Patienten mit Tuberkulose 
ergaben: Bei Kranken unter 4 Jahren erfolgt keine Herabsetzung des 
Kaloriengehalts. Bei Kranken zwischen 4 bis 16 sowie bei solchen 
iiber 45 Jahren trat eine unbedeutende, bei Kranken zwischen 16 bis 
45 Jahren unter Umstiinden eine starke Verminderung des Kalorien- 
gehalts ein. Diese Verringerung ist abhiingig von der Schwere des 
jeweiligen Krankheitszustandes. So zeigte das Haar bei Jeichten Tuber- 
kulosefiillen einen Kaloriengehalt von 4800 bis 4900 cal, bei schwereren 
Fallen von Tuberkulose 4750 bis 4859 cal, und bei schwerer doppel- 
seitiger Tuberkulose, woméglich mit tédlichem Ausgang, unter 4800 cal. 

Auch bei Patienten mit Diabetes und Basedow kann eine Herab- 
setzung des Kaloriengehalts im Haar eintreten. 

Zu erwiihnen ist schlieBlich noch, daB das Haar Geistesschwacher 
sich in dieser Beziehung wie das normaler Menschen verhilt. 


1 Fir die mir durch Zuweisung von Haarproben erwiesene Liebenswiirdig- 
keit méchte ich den Herren Dr. med. O. Richel und Dr. med. V. Poulsen hiermit 
meinen herzlichsten Dank aussprechen. 
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Eigenartig ist es, daB die niedrigsten Kalorienwerte bei Krank. 
haaren unabhingig von Alter und Krankheit vorkommen und _;,jit 
denen von Greisenhaaren tibereinstimmen. Es scheint danach, (.{3 
man zwei verschiedene Haartypen aufstellen kann: 

Typ I, langsam wachsend und mit niedrigem Kaloriengehi|t. 
umfaBt das Haar von Kleinkindern, Greisen sowie solchen Personen. 
die an einer linger dauernden, schweren Krankheit gelitten haben: 

Typ II, schnell wachsend und mit hohem Kaloriengehalt, |, 
Personen zwischen 20 bis 50 Jahren. Dieser Typ ist weniger stabi! «|. 
Typ I, in den er im Alter und bei Krankheit umgewandelt wird: 

Zwischen Typ I und Typ II sind alle Ubergangsformen beobachtet 
worden. Es ist anzunehmen, daB der stabile Typ I der dem Menschen. 
geschlecht urspriingliche gewesen ist. (Der Kalorien- und Schwefel- 
gehalt des Embryohaares liegt auf denselben Werten wie das Affen- 
haar.) Der unstabile, durch den héheren Kaloriengehalt gekennzeichnete 
Typ muB8 in spiteren Epochen und auf Grund der abwechslungsreicherer 
Kost des Menschen entstanden sein. 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchungen haben zu folgenden Ergebnissen gefiihrt : 

1. Der Kaloriengehalt der Haare eines Tieres scheint von der 
Ernihrung des Tieres abhangig zu sein; je vielseitiger diese ist, um so 
héher der Kaloriengehalt. Der Schwefelgehalt der Haare von Menschen, 
Affen und Raubtieren ist gré8er als der anderer Tiere. Das gleiche gilt 
fiir den Schwefelgehalt der Nagel- baw. Hufsubstanzen. Im Horn 
finden sich dieselben Schwefelwerte wie im Haar derselben Tiere. Bei 
den Nagern haben die jungen geringere S-Werte als die erwachsenei 
Tiere. 

2. Ein Vergleich zwischen den drei Hauptgruppen von Horn- 
stoffen, d.h. Haaren, Federn und Kriechtierhornstoffen, ergibt, dai 
mit dem GréBerwerden der Kalorienwerte eine Verringerung des Schwefe!- 
gehalts einhergeht. 

3. An Hand von 400 Menschenhaaranalysen lassen sich zwei Haar- 
typen aufstellen: Typ I, mit niedrigem Kaloriengehalt, umfaBt das 
Haar von Kleinkindern, Greisen sowie Personen, die eine lingere Zeit 
dauernde, schwere Krankheit durchgemacht haben. Typ II, mit hohem 
Kaloriengehalt, betrifft Personen im Alter von 20 bis 50 Jahren. Zwischen 
beiden Typen sind alle Ubergangsformen beobachtet. 
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Nachweis und Identifizierung kleinster Mengen 
von Malonsiure und Glutakonsiiure. 
Von 
W. Dieterle und F. Wenzel. 
[Aus dem Emuls. Wiss. Lab. der I. G. Farbenindustrie Aktiengesellschaft, 
Filmfabrik (Wolfen, Kr. Bitterfeld).] 
( Hingegangen am 20. August 1943.) 


Uber den Nachweis von Glutakonsiure haben kiirzlich M. Deffner 
und Alice Issidoridis! in dieser Zeitschrift berichtet. Angeregt durch 
diese Publikation haben wir versucht, eine Reaktion, die von dem 
einen von uns? aufgefunden und zum Aufbau langkettiger Polymethin- 
Farbstoffe? angewandt wurde, fiir den Nachweis kleinster Mengen von 
Malonsiiure und Glutakonsiure heranzuziehen. 

Y ae 
‘oun’ og 8 
H,Cé 5N-—C=C—C=0. 
cc 
H, H, 

Tetrahydrochinolin-N-Propenal* reagiert in Gegenwart von Eis- 
essig und Essigsiiureanhydrid mit Malonsdure bzw. Glutakonsiure 
unter Bildung eines blauvioletten bzw. griinblauen Polymethin-Farb- 
stoffes. Beide Farbstoffe haben in alkoholischen Lésungen charak- 
teristische Absorptionsbanden: der aus Malonsiure gebildete Hepta- 
methin-Farbstoff absorbiert bei 6000 AE. (im Gelb); der aus Glutakon- 
siiure gebildete Nonamethin-Farbstoff bei 7000 AE. (im Dunkelrot). 
Fiir das normale Auge ist das Absorptionsband bei 7000 AE. auch im 
Taschenspektroskop 5 noch geniigend gut zu erkennen. 


Ausjiihrung des Nachweises. 

Zur Priifung auf Malonsiiure bzw. Glutakonsiiure muB feste Sub- 
stanz verwendet werden. Liegt eine wisserige Lésung vor, so mub 
diese — zweckmaBig im Vakuum — zur Trockne eingedampft werden. 
Liegt ein Salzgemisch in Lésung vor, so ist mit Schwefelsiure anzu- 
siuern, im Vakuum zu konzentrieren und mit Essigester auszuschiitteln. 
(Beide Siuren sind leicht in Essigester léslich.) 


1 Diese Zeitschr. 314, 307, 1943. — 2 Dieterle u. Mitarbeiter. — * W. Dieterle 
u. O. Riester, Zeitschr. f. wiss. Photographie 36, 68, 141, 1937. — * Uber Dar- 
stellung: Zeitschr. f. wiss. Photogr. 36, 69, 1937. — 5 Z. B. von Carl Zeiss, Jena. 
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Das Reagens wird folgendermaBen bereitet: 0,1 g Tetrahydro- 
chinolin-N-Propenal werden in einem kleinen Reagensglas in 1,5 cc 
Kisessig bei Raumtemperatur gelést. Nach Auflésung werden 0,8 cei, 
Essigsiureanhydrid zugefiigt, die schwach gelb gefiirbte Mischung wir 
in Eiswasser gestellt; sie ist bei 0° einige Stunden haltbar. 

Mit reinen Substanzen gestaltet sich der Nachweis wie folgt: 
0,5 mg Malonsiure bzw. Glutakonsiiure werden in einem Reagens- 
réhrchen von ungefiihr 5mm Weite mit 0,1 cem des oben angegebenen 
Gemisches versetzt, das verkorkte Réhrechen wird in ein Wasserbad 
von 45° gegeben; daneben wird als ,,Null-Versuch das Reagens allein 
erwirmt. Die Malonsiure enthaltende Probe fiarbt sich nach 1 bis 
2 Minuten violett, die Glutakonsiure enthaltende Probe farbt sich 
zuerst braun, sodann braunlichgriin. Die Null-Probe bleibt klar gelb. 
Nach Ablauf von 5 bis 10 Minuten werden die Proben aus dem Bad 
herausgenommen und in Eiswasser gekiihlt, sodann wird mit einigen 
Tropfen eiskalten Alkohols verdiinnt!. Die Lésungen werden nun 
sofort im Spektroskop betrachtet. Bei Anwesenheit von Malonsiiure 
tritt das Absorptionsband bei 6000 AE. auf; bei Anwesenheit von 
slutakonsiiure erscheint das ziemlich scharfe Absorptionsband bei 
7000 AE. 

Empfindlichkeit des Nachweises. 


Mit 0,01 mg Malonsiure und mit 0,1 mg Glutakonsiure haben wir 
noch recht deutliche Farbstoffbildung erhalten. Auch gelingt es leicht, 
beide Siiuren in Mischung nachzuweisen; die beiden Absorptionsbiinder 
liegen so weit auseinander, daB sie nebeneinander beobachtet werden 
kénnen. Auf die Festlegung von Empfindlichkeitsgrenzen nach unten 
haben wir verzichtet; die Sicherheit des Nachweises erscheint uns fiir 
den Biologen wichtiger als die iuBerste Empfindlichkeit. 


1 Der Grad der Verdiinnung muB sich natiirlich nach der Menge entstan- 
denen Farbstoffs richten. 
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Untersuchungen iiber die Permeabilitiit 
lebender Membranen. 
XII. Mitteilung: 
Das Eindringen von Strychnin aus einer injizierten Lésung 
in den Froschkérper (Rana ridibunda Pall.) und die entsprechende 
Vergiftungsgleichung '. 
Von 
Eugen Macovski und Zenobia Opreanu. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Naturwissenschaftlichen Fakultat, 
Universitat Bukarest, Rumanien.) 


(Eingeganger am 9. September 1943.) 


Die Vergiftungsgleichungen (1) und (2) 
(¢ — ¢o) t = Const, (1) 
(¢ — ¢g) (tT — T)) = Const (2) 


wurden in den vorangehenden Arbeiten zur Untersuchung der Per- 
meabilitit lebender Membranen verwendet. Diese aus dem Diffusions- 
gesetz von Fick abgeleiteten Gleichungen gelten unter der Voraus- 
setzung, daB die Giftkonzentration c der Lésung, die mit der lebenden 
Membran in Beriihrung kommt, wihrend des Versuchs konstant bleibt 
und daB an der inneren Fliche der Membran, durch welche das Gift 
in den Tierkérper eindringt, die Konzentration des Giftes im Vergleich 
zu der ,,iuBeren“ Giftkonzentration sehr gering ist. Diesen Annahmen 
entsprechende Versuchsbedingungen sind gewéhnlich erfiillt, wenn 
man im Wasser lebende Tiere (Fische, Daphnien, Paramiicien usw.) 
in eine geniigende Menge giftiger Lésung hineinbringt und die Zeit bis 
zum Auftreten der Vergiftungssymptome bestimmt. Die kleinen, in 
den Tierkérper eindringenden Giftmengen iiben hier auf die Gift- 
konzentration der ,,iuBeren“’ Lésung keinen merklichen Einflu8 aus, 
so daB es méglich ist, die Anwendbarkeit der Vergiftungsgleichungen (1) 
und (2) auf die Ergebnisse solcher Versuche zu priifen und somit zu 
entscheiden, ob die Giftpenetration in den Tierkérper nach dem Diffu- 
sionsgesetz von Fick erfolgt.. 

Dringen die giftigen bzw. andere physiologisch aktive Stoffe aus 
einer verhaltnismiBig kleinen Menge der Lésung in den Kérper der 
Tiere ein, dann liegen die Verhiiltnisse anders. Die Giftkonzentration 
der Lésung wird im Laufe des Versuchs fortwihrend kleiner und bedingt 


1 XI. Mitteilung, diese Zeitschr. 315, 320, 1943. 


PHOAAD PIVWAWILG 
KHIGAN LIBRAKIES 


f°’ 
u 
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die entsprechende stindige Verlangsamung des Penetrationsvorgang: 

Die Vergiftungsgleichungen (1) und (2) gelten unter diesen Umstiinde:, 
nicht und zur Auswertung der Versuchsergebnisse miissen ander 
den neuen Bedingungen entsprechende Vergiftungsgleichungen al). 
geleitet werden. Dies ist z. B. der Fall bei Injektionen. Wiinscht ma: 
also das Eindringen irgendeines Giftes aus der injizierten Lésung in 
den Tierkérper zu untersuchen, so mu man zuerst die betreffende 
Vergiftungsgleichung aufstellen und dann ihre Anwendbarkeit au! 
passend ausgefiihrte Versuche priifen. 


Zu diesem Zwecke nehmen wir an, daB eine verhiltnismiBig kleine 
Menge v, einer Lésung, die insgesamt s g des Giftes enthalt, in den Tier- 
kérper injiziert wird und daB das Gift aus der Lésung in den Tier- 
kérper eindringt, wihrend das Lésungsmittel an der Injektionsstelle 
unresorbiert bleibt. Unter dieser vereinfachenden Annahme befinden 
sich an der Injektionsstelle am Anfang des Versuchs, d. h. im Augenblick 
der Injektion (Zeitpunkt ¢ = 0), v, ccm Lésung, die sg wirksamer 


, 8 , wii 
Substanz enthalten (Konzentration c=> ), wihrend in dem Tierkorper, 
1 


der den durchschnittlichen ,,Inhalt‘‘ von v, ccm hat, die Konzentration 
des Giftes gleich Null ist. Nach der Zeitspanne ¢t, d.h. nach dem Ein- 
dringen von xg des Giftes in den Tierkérper, sind in der injizierten 
Lésung s — xg Substanz verblieben, so daB die Konzentration hier 


_. #—8. : fea cs 
gleich i ist, wihrend in dem Tierkérper, unter der Annahme gleich- 
1 


miBiger VeTteilung, die Giftkonzentration x/v, entsteht. Wird in den 
Versuchen stets dieselbe Menge giftiger Lésung in Tiere von derselben 
GréBe injiziert, so daB die Beriihrungsfliche Q zwischen der Lésung 
und dem Tierkérper sowie die ,.Membrandicke‘ G als konstant anzu- 
nehmen sind, und dringt das Gift in den Tierkérper nach dem Diffusions- 
_ gesetz von Fick (3) 


dc 
dz = ~— D 7g 40 at (3) 


ein (worin daz die waihrend der Zeitspanne dt durch die Membran von 
der Oberfliche dQ und der ,,Dicke“ dG unter der Einwirkung des 
Konzentrationsgefilles dc durchdringende Substanzmenge bedeutet 
und D eine Konstante darstellt), dann besteht zwischen 2, s, v1, v, und / 
die Beziehung (4) 


dz =k (*—* — =) dt, 


Vv; V9! 
in welcher k dem Produkt (5) 


* Q 
k=—D5 


entspricht. 
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Aus der Gleichung (4) folgt Forme! (6) 
k 
dz = [ sv» — x (v, + v2) dt, (6) 
04% 


die integriert 


d nes & 
| oe Teh aay =e ‘i |a 
sae is 
U, + V2 
die Beziehung (7) 
és vi. OE WE a PO 
in (; + % wt dio 11 U, t+ (7) 
liefert, in welcher man die Konstante C aus den Anfangsbedingungen 
(t= 0, a = QO) zu 
| 8 Ug 


vy +e 


errechnet. Somit entsteht aus (7) die Beziehung (8) 


C : 


i 8 
K log , Ae = §, 
in weleher K und A folgende Werte haben: 


vv v, +4, 
K = ogggt,to) wd A= =. 

Die Beziehung (8) stellt die Abhingigkeit zwischen der injizierten 
Giftmenge s und der zum Eindringen von x g des Giftes in den Tier- 
kérper notwendigen Zeitspanne ¢t dar. Prinzipiell ware es also hinreichend, 
die Werte von s, x und ¢ in einer Reihe von Versuchen unter Verwendung 
derselben Fliissigkeitsmenge v, und unter Benutzung von Tieren von 
demselben ,,Inhalt“ 7. zu bestimmen, um die Beziehung (8) auf die 
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Vergiftungsversuche zu 
priifen. — Kiner solchen Untersuchung steht aber die Schwierigkeit 
entgegen, daB es im allgemeinen kaum méglich ist, die in den Tier- 
kérper eindringenden Giftmengen mit geniigender Genauigkeit zu 
messen. Diese Schwierigkeit liBt sich durch die Annahme beseitigen, 
daB die Vergiftungssymptome bei den Tieren erst dann auftreten, wenn 
eine gewisse, zwar unbekannte, aber in allen Versuchen gleiche Gift- 
menge eingedrungen ist. Werden also in eine Reihe von Tieren derselben 
GréBe verschiedene Giftmengen s,; (¢ = 1,2,...,) injiziert und die 
Zeitspannen tT; bis zum Auftreten des zur Bestimmung der ,,Vergiftungs- 
zeit‘ ausgewihlten Symptoms ermittelt, dann ist nach der obigen 
Annahme wihrend dieser Vergiftungszeited 1; in alle Tiere dieselbe 
Giftmenge aus der injizierten Lésung eingedrungen. Unter diesen 
Umstanden stellt 2 eine konstante GréBe dar, so daB in der Gleichung (8) 
das Produkt A x durch eine einzige Konstante B zu ersetzen ist. 
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362 E. Macovski u. Z. Opreanu: 


Die Vergiftungszeiten 1, stehen in enger Beziehung zu den t-Werte» 
der Formel (8): sie sind etwas gréBer als die t-Werte, da in jedem Versuc!: 
eine gewisse Zeit 1, verstreicht, bis das Gift aus der injizierten Stelle 
zu jenen anatomischen Elementen des Kérpers gelangt, wo es seine 
Wirkung ausiibt. Auch die Natur des zur Bestimmung der Vergiftungs. 
zeit ausgewihlten Symptoms, kann hier von Bedeutung sein, da es 
vorkommt, daB manche Symptome sich im Vergleich zu einem gewisse1 
Vergiftungszustand um einen bestimmten Zeitbetrag 1, ,,verspiiten“ ! 
Wird die Summe dieser in erster Anniherung konstanten Zeitspannen 1 
t, und eventuell auch anderer ahnlicher Zeitfaktoren mit tg bezeichnet 
so mufS man den tT -Wert von den beobachteten Vergiftungszeiten 1, 
jeweils in Abzug bringen, um die den ¢-Werten der Formel (8) ent- 
sprechenden Zeitspannen zu erhalten (9) 


t; = T; — Ty. (9) 


Die Beziehung (8) nimmt dann die Form (10) 


8; ct ea ; . 
K log ce" T; T (10) 


an, die als eine Vergiftungsgleichung zu betrachten ist, weil sie die 
Abhangigkeit zwischen der injizierten Giftmenge s; und der Vergif- 
tungszeit 1, ausdriickt. — Natiirlich ist diese Vergiftungsgleichung (10) 


nur als eine Niiherungsgleichung zu betrachten, da sie unter einer Reihe 
von Annahmen abgeleitet wurde, die nur in erster Anniherung gelten, 
und da bei ihrer Ableitung keine Riicksicht auf die Entgiftungsvorgiinge 
genommen wurde, die sich im lebenden Tierkérper abspielen und einen 
Teil des eingedrungenen Giftes unschiidlich machen. — Wiinscht man 
jedoch diese Vergiftungsgleichung (10) auf ihre Ubereinstimmung mit 
den Ergebnissen der Vergiftungsversuche zu priifen, dann miissen die 
betreffenden Versuche unter Beachtung folgender Bedingungen aus- 
‘gefiihrt werden: 

Es werden nur Tiere derselben Art und GréBe verwendet (v2 = prak- 
tisch konstant!), damit die Bestimmung der Vergiftungszeit még- 
lichst zuverlissige und vergleichbare Werte ergibt. Das zur Be- 
stimmung der Vergiftungszeit ausgewihlte Vergiftungssymptom mul 
geniigend genau reproduzierbar sein. Jeder Versuch wird einige Male 
wiederholt, um den EinfluB jener Schwankungen méglichst auszuschalten. 
die bei der Bestimmung der Vergiftungszeit infolge des verschiedenen 
individuellen Widerstandes der Tiere gegen die Gifteinwirkung auftreten. 
Die giftige Lésung wird stets in gleicher Menge (v, = Const), in ahnlicher 
Weise und in dieselbe Stelle des Tierkérpers injiziert, damit die Be- 


1 Eugen Macovski und Eufrosine Macovski, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 
189, 45, 1938; Eugen Macovski u. Georgeta Stan, diese Zeitschr. 310, 264, 1942. 
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Untersuchungen iiber die Permeabilitat lebender Membranen. XII. 363 
rihrungsfliche zwischen Tierkérper und Lésung in allen Versuchen 
von derselben GréBenordnung ist. Es werden ziemlich ‘kleine Mengen 
der Lésung verwendet, damit die Konzentratien der verhiltnismabig 
diinnen injizierten Lésungsschicht wihrend des Versuchs annihernd 
in sich gleichbleibt. Die Lésung wird derart bereitet und verwendet, 
daB in den Tierkérper nur das Gift eindringt und das Volumen der 
injizierten Lésung lingere Zeit praktisch konstant bleibt; um dies 
sicher zu erreichen, wird das Gift in ,,gut equilibrierten‘*, physiologischen 
Salzlésungen gelést und in Stellen des Tierkérpers injiziert, wo die 
Resorption der Fliissigkeit am wenigsten geférdert wird. Die Dauer 
der Versuche darf eine gewisse Grenze nicht iiberschreiten, da manche 
der erwihnten Bedingungen nur wihrend verhiltnismaBig kurzer 
Zeitspannen gelten. SchlieBlich miissen alle Versuche bei derselben, 
von der ,,gew6hnlichen“ nicht zu stark abweichenden Temperatur 
ausgefiihrt werden, besonders wenn man an Kaltbliitern arbeitet, da 
die Geschwindigkeit der Penetrationsvorgiinge und die Empfindlichkeit 
der Tiere gegen die Gifteinwirkung oft stark von der Temperatur ab- 
hingig sind. 

Werden unter der Beriicksichtigung aller erwaihnten Versuchs- 
bedingungen die Vergiftungszeiten 1; fiir eine Reihe der injizierten Gift- 
mengen 8s, experimentell ermittelt, dann kann man an Hand der bereits 
bekannten s,- und 7,-Werte die Konstanten K, B und t9[vgl. Formel (10)] 
berechnen, die berechneten B-, K- und t)-Werte in die Formel (11) 


T; = Kkg ts + To (11) 


{eine andere Form der Vergiftungsgleichung (10)] einsetzen und daraus 
fiir jede injizierte Giftmenge s; den entsprechenden 1,-Wert rechnerisch 
ermitteln. Aus dem Vergleich dér berechneten und experimentell 
gefundenen 1,;-Werte kann man iiber die Anwendbarkeit der Ver- 
giftungsgleichungen (10) und (11) aui die Versuchsergebnisse schlieBen. 

Die Berechnung der Vergiftungskonstanten K, B und 7p erfolgt 
am besten nach der Methode der kleinsten Quadrate (Gauss). 

Dazu mu8 man zuniichst in Betracht ziehen, daB die experimentell 
ermittelten 1,-Werte, sowie die Werte von s; mit Fehlern behaftet sind. 
Die GréBenordnung dieser Fehler ist aber verschieden: wiihrend die 
Menge s des injizierten Giftes ziemlich genau meBbar ist, treten bei der 
Bestimmung der Vergiftungszeit t groBe Schwankungen auf, die nicht 
nur durch den ungleichen individuellen Widerstand der Tiere gegen 
die Giftwirkung, sondern auch von einer Reihe anderer Faktoren (vgl. 
die eben erwihnten Versuchsbedingungen!) abhingig sind. Deshalb 
kann man die s,;-Werte im Vergleich zu den 1,-Werten als praktisch 
fehlerfrei betrachten. 


Jie Abi : 
KARIZCS 


LID 


} 


mae) 


reoLgieee 
ILMUIBAIN 


hi 
ivi 


OL 
vl 


/ 


WeYCPIY 
NWivoMoli 


att 


U 





~~ 


mw wee F CRS LTS 


{ 
: 
. 
l 
{ 


am ot ome © 


364 E. Macovski u. Z. Opreanu: 


Werden die Versuche mit verschiedenen Giftmengen ausgefiihr:, 
so liegen ” Gleichungen (11) vor (¢ = 1, 2,...,), worin 1; fehlerhatic 
BeobachtungsgréBen darstellen. — DefinitionsgemiB ist to kleiner «|, 
die kiirzeste beobachtete Vergiftungszeit +, und B ist kleiner als die 
kleinste injizierte Giftmenge s, (d.h.: 0 <1) <1, und O< B<s 
so daB man fiir t9 und B z. B. folgende Naherungswerte (12) 


r 
T= 5 und (12) 


annehmen kann. Diese Werte in Formel (13) eingesetzt 


pe Se 2 (13) 
t 
log ce 

[eine andere Form der Giftigkeitsgleichungen (10), (11)] gestatten fiir 
alle Wertepaare s,, 7, die entsprechenden K-Werte zu berechnen, deren 
Mittelwert den K-Niiherungswert darstellt. —- Da die Niherungswerte 
to), Bund K zufallig sind und sich von den ,,plausibelsten“‘ Werten 7,. 
B und K unterscheiden, mu8 man an Hand aller Beobachtungserge)- 
nisse die Korrekturen dt), 6B und 6K ermitteln und nach (14) 


%~=%+6%m, B=B+6B, K=K+6K (14) 


die plausibelsten Werte der Vergiftungskonstanten 1), B und K be- 
rechnen. , 


Zu diesem Zwecke sei zunichst die Vergiftungsgleichung (11) 
folgendermaBen aufgestellt (15): 


K log eos + %— tt = % (15) 


' (worin im allgemeinen v; = 0, da die 1,-Werte fehlerhaft sind), um 


dann, unter der Verwendung der Formel (16), 
K log 5 + to = (to, B. K) (16) 


zu der Form (17) 
f(t, B, K) — 1, = 1; (17 
zu gelangen. 

Auf Grund der Gleichungen (14) ist es nun méglich, die Beziehung 
(16) als Funktion von den bereits bekannten Niherungswerten (7,. 
B und K) und den gesachten Verbesserungen (At), 6B und 6K) dar- 
zustellen. Man erhalt die Formel (18) 


f(t, B, K) _ f (To ne | 6%. B+ OB, K + OK), (1s 


. 





efiihri, 
rhatte 
ler als 
als die 


= 2 


(13) 


n fiir 
deren 
werte 
Nn T,. 


rgeb- 


(16) 


(17 


wing 
(T. 
dar- 


(18 


Untersuchungen iiber die Permeabilitat lebender Membranen. XII. 365 


die nach Taylor entwickelt die Funktion (19) 

} (to, B, K) = f (to, BK) + 2 Me) 

Of (to B, K) 

OB 

ergibt. Hier wird die 7'aylorsche Entwicklung nach den ersten Potenzen 

von OK, 6B und dt, unterbrochen, was erlaubt ist, wenn die Ver- 

besserungen im Vergleich zu den Néherungswerten geniigend klein 

sind. Jetzt wird die Beziehung (19) in die Vergiftungsgleichung (17) 

eingefiihrt, die darin enthaltenen Symbole ausgerechnet und die somit 
erhaltenen Vergiftungsgleichungen (20) 


OK + 


of (To B, K) 


0%, 


OB + dT (19) 


K log i _ 4 % + log i 3 OK + - 6B+O%).—1,—v; (20) 
8 


8;—B eer (s; ~ B) In 10 


unter der Verwendung der Bezeichnungen (21) 


log %_ a;; ~ 


8; —B (s; — B) In 10 


| OL. FR eae ae 
K log. 5+ * T; l; 


in die Form (22) 
a,0K + bdB + 6% +1, = 2; (22) 
iibergefiihrt. 

Weitere Rechnungen, die zur Aufstellung der Normalgleichungen 
aus den Beziehungen von der Form (22) fiihren und die Kontrolle der 
Koeffizienten, die Auflésung der Normalgleichungen und die Be- 
rechnung der ,,plausibelsten‘’ Werte der Vergiftungskonstanten ge- 
statten, sind bereits in einer vorangehenden Mitteilung behandelt!. 
In derselben Mitteilung findet man auch die Angaben iiber die Be- 
rechnung der ,,iibrigbleibenden“ Fehler, sowie tiber die Priifung dieser 
Fehler auf die Zufilligkeit ihrer Verteilung. -- Die erhaltenen plausi- 
belsten Werte der Vergiftungskonstanten kénnen dann, wie erwihnt, 
zur Berechnung der Vergiftungszeit und somit zur Priifung der For- 
meln (10) und (11) verwendet werden. 


Versuchsteil. 


Die Vergiftungsversuche wurden an ,,Rana ridibunda Pall.’ aus- 
gefiihrt?. — Die in der Umgebung von Bukarest im Herbst 1941 ge- 


1 Diese Zeitschr. 310, 313, 1942; vgl. Karl Mader, ,,Ausgleichsrechnung*‘ 
im Handbuch der Physik von H. Geiger u. K. Scheel, Bd. 3, 8. 515, Berlin 1928. 

2 Far die Feststellung der Species sagen wir Herrn Dr. Mthat Bacescu 
besten Dank. 
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366 E. Macovski u. Z. Opreanu: 


fangenen Tiere wurden etwa 3 Monate ohne Nahrung bei 12 bis 15° ( 
gehalten und dann fiir die Versuche verwendet. Als Giftstoff dien(e 
Strychninnitrat Merck; dasselbe wurde in physiologischer Kochsalz- 
lésung folgender Zusammensetzung gelést: 7,00 g Natriumchlorid, 


0,40 g Caleciumchlorid und 0,40 g Kaliumchlorid in 1 Liter Leitungs. 
wasser 1. 


Die Vorbereitungen und der Gang eines V ersuchs kénnen folgender- 
Weise zusammengefaBt werden: 


Eine mit einer Glasscheibe bedeckte Kristallisierschale von 25cm Durch. 
messer schwimmt in einem groBen mit Wasser gefiillten GlasgefaB, das mit 
Thermometer, Rithrwerk und elektrischer Heizung versehen ist und als Thermo- 
stat dient. — Vor dem Versuch werden die Tiere gewogen und wenigstens 
1 Stunde in einem geraéumigen, in das Thermostatenwasser getauchten Becher- 
glas gehalten; auch die Giftlésung wird vor der Injektion auf die Versuchs- 
temperatur gebracht. Dann injiziert man in den subcutanen Lymphsack an 
der Riickenseite des Frosches (in saccum cranio-dorsalem) 1,00 cem Strychnin- 
nitratlésung gewiinschter Konzentration (die Stunde und die Minute der Injek 
tion stellen den Versuchsbeginn dar), fiihrt das Tier in die schwimmende Kristalli- 
sierschale tiber, bedeckt diese mit der Glasscheibe und gibt jede Minute in die 
Glasscheibe einen starken StoB mit dem Finger, um damit bei dem Tier die 
Strychninkrampfe auszulésen. Man merkt sich den Zeitpunkt, wo das Tier 
die erste starke Krampfreaktion aufweist, d.h. wann es zum. ersten Male die 
Beine in charakteristischer Weise ausstreckt und wenigstens eine halbe Minute 
in dieser Stellung verbleibt. Die Zeitspanne, die von dem Versuchsbeginn bis 
zum Auftreten des erwihnten Vergiftungssymptoms verstreicht, stellt die 

»» Vergiftungszeit t dar. 


In dieser Weise wurde eine Reihe von Versuchen im Februar 1942 
ausgefiihrt, wobei allen Fréschen stets dieselbe Menge giftiger Loésung 
(je 1,00 cem) von verschiedener Konzentration (400,0 bis 5,00 mg Strych- 
ninnitrat in 100 ccm der erwahnten physiologischen Kochsalzlésung) 
auf die gleiche Art injiziert wurde. — Die Ergebnisse der Versuche sind 
in der Tabelle I wiedergegeben und in der Tabelle I] zusammengefaSt. 
Fiir die Auswertung der Versuche haben wir die Ergebnisse der ersten 
acht Versuchsreihen verwendet (deren t-Werte 45 Minuten nicht iiber- 
schreiten), da bei den iibrigen zwei Versuchsreihen die einzelnen t-Werte 
zu weit divergieren. 

Zum Ausgleich wurden nach (12) zunichst B= +- 0,50 und 
T = + 1,8 genommen, die in die Formel (13) eingefiihrt im Falle 
der acht erwihnten Versuchsreihen fiir K acht verschiedene Einzel- 
wette mit dem K-Mittelwert 208,85 liefern. — Die Berechnung der 


1 Fil. Bottazzi, ,,Das Cytoplasma und die K6érpersifte‘‘ im Handbuch der 
vergleichenden Physiologie von H. Winterstein, Bd. 1, S. 64, Jena 1925. 


— t9 = 14,0° + 0,5° C. 


1,00 ccm. 


— Injizierte Lésung: 


Versuche ausgefiihrt im Februar 1942. 


Tabelle I. 
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Tabelle II. Tabelle III. 

















| Injizierte 
Versuchsreihe | Strychninmenge Genuine) Versuchsreihe 0; 
i in 0,1 mg 


40,0 3,7 
20,0 5,4 
10,0 78 
5,00 12,1 
2,50 16,9 
1,70 20,4 
1,25 26,0 
1,00 35,8 


WIS Ol mem toe 
DID om COD 


[vv] = + 14,84 


Korrekturen 0B, 0K und dt) und der Summe der Fehlerquadrate [v1| 
wurde fiinfmal wiederholt, wobei wir jeweils folgende Werte erhalten 
haben: : 
6B = — 0,07, 0,09, — 0,06, — 0,04, + 0,00: 
dT = + 3,16, 0,15, — 90,09, 0,07, + 0,00; 
OK = — 68,37, + 23,20, + 40,5, +368, + 10,3; 
fov] = + 15,98, + 15,15, + 14,94, 14,69, +. 14,83. 


An dieser Stelle wurde'die Ausgleichsrechnung unterbrochen, da 
die so verbesserten Werte der Vergiftungskonstanten : 


B= -+- 0,24, 7f=+ 4,65, K= - 251,3, 


in Gleichung (15) eingefiihrt, die iibrigbleibenden Fehler v,; ergeben 
(Tabelle III), deren Quadrate die Summe + 14,84 liefern, die mit dem 
durch den Ausgleich erhaltenen Wert [vr] = +- 14,83 geniigend iiber- 
einstimmt. 


Der mittlere Fehler einer Gleichung ist ” = ae 


1,723. 


Da alle in der Tabelle III vorhandenen v,-Werte kleiner als 2 7 = + 3,446 


sind, folgt, daB in den Versuchen abnorm groBe Fehler nicht vorkommen. 
Auch auf das Vorhandensein systematischer Fehler ist kaum zu schlieBen. 
da die ,, Vorzeichensumme“ gleich Null ist, d. h. innerhalb der Grenzen 
V8 = + 2,8 liegt; auch nach dem Kriterium von Abbe fallt der Wert 


von i 97 = + 1,43 nicht zu weit von der mittleren Fehler- 
[(v; — 0% 4 3)7) 


grenze 1 + 7 = 1 + 0,35. — Die Genauigkeit der nach dem Ausgleich 


y . fad ° 
erhaltenen Vergiftungskonstanten wurde nach , = ,— ermittelt. 


px 
wo p, fiir B gleich 2,234, fiir t9 gleich 2,286 und fiir K gleich 0,0017 
ist. Man erhilt: 


B= 4-0,2441,15, 1 =+4,6541,14, K = + 251,3 + 42,0. 
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Setzt man nun die Werte der Vergiftungskonstanten in die Glei- 
chung (11) ein, so kénnen fiir jegliche injizierte Strychninmengen die 
entsprechenden Vergiftungszeiten +t rechnerisch ermittelt werden 
(Tabelle IV). Die berechneten t-Werte stimmen mit den experimentell 
gefundenen befriedigend iiberein: das ist ein Zeichen, daB die Ver 
giftungsgleichung (10) bzw. (11) mit den Ergebnissen der Versuche im 
Einklang steht. Zugleich bedeutet dies, da die Strychninresorption 
aus der injizierten Lésung in erster Niiherung nach dem Diffusions- 
gesetz von Fick erfolgt. Diese SchluBfolgerungen wurden auch durch 
eine andere Reihe im Mai 1942 bei 16,0 + 0,5° C ausgefiihrter Versuche 
bestiitigt, deren nihere Beschreibung iiberfliissig erscheint, da die 
Ergebnisse mit den eben beschriebenen ihnlich sind. 


Tabelle IV. 


Versuchs- Injizierte t Min. t Min. 


Strychninmenge 4 
reihe in 0,1 mg beobachtet berechnet 





40,0 5,31 
20,0 5,97 
10,0 | 7,30 
5,00 | 10,04 
2,50 15,66 
1,70 | 21,26 
1,25 27,93 
1,00 ee 34,60 


1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 


Eine andere SchluBfolgerung, welche man aus den Giftigkeits- 
gleichungen (10) bzw. (11) ziehen kann, steht im Zusammenhang mit den 
fiir die Versuche benutzten Giftmengen. Die Geschwindigkeit der Diffu- 
sionsvorgiinge hingt nimlich von der Konzentrationsdifferenz des diffun- 
dierenden Stoffes in der Diffusionsrichtung ab und dies wurde bei der 
Ableitung der Vergiftungsgleichungen (10) und (11) beriicksichtigt [vgl. 
Formeln (3) und (4)]. In den Vergiftungsgleichungen (10) und (11) selbst 
kommt aber die Konzentration nicht mehr zum Ausdruck, sondern 
lediglich die injizierte Giftmenge s. Dies bedeutet, daB in den erwiihnten 
Injektionen die Vergiftungszeit von der injizierten Giftmenge s und 
nicht von der Konzentration der injizierten Giftlésung abhiingt. Einige 
in dieser Richtung ausgefiihrte Versuche scheinen obige Folgerung zu 
bestiitigen, denn mehrere Frésche, welche dieselbe Strychninmenge 
erhielten (nur in Lésungen verschiedener Konzentration), zeigten 
durehschnittlich dieselbe Vergiftungszeit (Tabelle V). Natiirlich handelt. 
es sich hier um keinen strengen experimentellen Beweis, weil die Be- 
rihrungsfliche zwischen Lésung und K6rper von der injizierten Lésungs- 
menge abhiingt, so daB die Ergebnisse der eben erwihnten Versuche 
nur in der ersten Anniherung vergleichbar sind. 
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E. Macovski u. Z. Opreanu: 


Tabelle V. 




















physiologischer | 


Strychninnitrats in | 

i 400 
Kochsalzlésung =| | 
mg/100 com 
Menge der injizierten | 
Lésung in ccm } 

Injiziertes Strychnin- 
nitrat in mg | 


i} 
0,50 | 


iid it 
Konzentration des i ! | 
\ 
j 
\ 
BS 


2,00 











© Versuch Nr. 73 75 — | - | 78 29 80 
& Frosch g.../ 30 27 — | 29 31 30 
8 8 








Februar 1942 


78 | 7,8 


2 Versuch Nr. | 88 8 85 90 91/92 93 94 9 
| 31 28 36 | 8 28 25 30 29 28 28 
6 6|7 5 5 8 


6,3 | §,2 


Juni 1942 


SchlieBlich sei noch erwaihnt, daB in unseren, an Rana ridibunda 
Pall. ausgefiihrten Versuchen keine an das Geschlecht gebundenen 
Unterschiede der Empfindlichkeit gegen Strychnin beobachtet wurden. 
Solche Unterschiede sind jedoch bei geschlechtsreifer Rana temporaria 
(Winterfrésche) von K. A. Mestcherskaya-Steinberg festgestellt worden : 
die Weibchen haben sich gegen Strychninnitrat empfindlicher als die 
Miannchen erwiesen, was K. A. Mestcherskaya-Steinberg nicht nur auf 
das Vorhandensein des Ovariums, sondern auch auf gewisse Eigen- 
tiimlichkeiten des Zentralnervensystems zuriickgefiihrt hat. Da aber 
in den Versuchen an Rana temporaria dem Gewicht der Tiere proportio- 


Tabelle VI. 


Versuche ausgefiihrt im Juni 1942. — #® = + 19,5° + 0.5°C, — Injizierte 
Strychninlésung: 1,00 com pro 30g Froschgewicht. 











tion mg% 


| o> 33 '& || Frosch ¢ 


Strychnin- k 
konzentra- 


SSS || Frosch g 


-|—| aol: 
10,5 7|| 9,5 
17 | 68 | 28| 19,0 | 48 | 19|| 42 








wo no || Versuchsreihe 


3 
11 
17 








23 
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1 Bull. Biol. et Med. exper. URSS. 6, 69, 1938 (zitiert nach: Ber. ii. d. ges. 
Biol., Physiol. u. exper. Pharmak. 112, 445, 1939). 
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nale Giftmengen injiziert wurden, schien es uns notwendig, eine be- 
sondere Untersuchung an frisch gefangenen Exemplaren (Mai 1942) 
von Rana ridibunda Pall. in ahnlicher Weise auszufiihren, und zwar 
unter Verwendung von in Ringerlésung geléstem Strychninsulfat 
(1,00 cem Giftlésung pro 30g Froschgewicht). Tabelle VI zeigt, daB 
man auch in diesem Falle keine wesentlichen Unterschiede in der Ver- 
giftungszeit bei Weibchen und Miannchen von Rana ridibunda Pall. 
erkennen kann. 


Zusammenfassung, 


Unter Beriicksichtigung der Bedingungen, unter welchen injizierte 
Giftstoffe in den K6rper der Tiere eindringen, kann man aus dem 
Diffusionsgesetz von Fick die Vergiftungsgleichung 


t = K log 5 + % 


ableiten. Die Giiltigkeit dieser Giftigkeitsgleichung wurde durch Ver- 
giftungsversuche an ,,Rana ridibunda Pall.“‘ mit Injektionen von 
Strychninlésungen verschiedener Konzentration bestitigt. 
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Germanin und Farbstoffe. 
Von 
Raphael Ed. Liesegang. 
(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung, Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 10. September 1943.) 


Diese Bemerkungen zu einem Aufsatz von ©. Jirovec! erstrecken 
sich zugleich auf einige Unklarheiten in der Kapillaranalyse, die jx 
auch von Biologen 6fters angewandt wird. Nicht nur Jérovec, sonder) 
die meisten nennen N. Sahlbom?, wenn sie das Nichtaufsteigen cei 
basischen Farbstoffe in Filtrierpapier unmittelbar auf einen Ausgleich 
der positiven elektrostatischen Ladung jener Farbstoffe mit der nega- 
tiven der Cellulose zuriickfiihren. Denn durch Annahme der Mit- 
wirkung des beim kapillaren Aufstieg des Wassers entstehenden 
Strémungsstromes hat gerade Sahlbom die Schwiiche jener Deutung 
hervorheben wollen. Die Angelegenheit wird dadurch noch verwickelter, 
daB auch die von H. Freundlich kritiklos in sein Handbuch aufgenommene 
Ansicht von Sah/bom sich als bedenklich erweist. Eine Aufkliirung ist 
erwiinscht, weil man J¢rovec zustimmen kann, wenn er aus den Wechsel- 
beziehungen zwischen Germanin und anderen Heilmitteln zu basischen 
und sauren Farbstoffen, ferner zu einem Adsorptionsmittel wie Cellulose 
Hinweise auf die Verteilungsart und Wirksamkeit jener Heilmitte! 
erwartet. Auch der histologe Farber kann daraus Schliisse ziehen 


Tropfen des kolloiden basischen Farbstoffes Nachtblau wurden auf 
die untere Kante eines porenreichen (inkrustenfreien) weiBen Lésch- 
kartons gesetzt und dann Wasser kapillar hochsteigen gelassen. Diese- 
Verfahren hat vor dem sonst angewandten den Vorteil, da man auf 
dem gleichen Blatt, d.h. unter genau gleichen fuBeren Verhiltnissen 
Vergleichswerte mit verschiedenen Farbstoffmengen, Vergleiche mit 
anderen Farbstoffen und soleche mit Zusitzen von Germanin usw. 
machen kann. Jirovec, der mit feinporigerem Filtrierpapier und ver- 
diinnteren Lésungen arbeitete, hat keinen Aufstieg von Nachtblau beob- 
achtet und konnte einen solechen auch durch Zugabe von Germanin 
nicht erreichen. Auch bei dem porenreicheren Papier werden kleinere 
Nachtblaumengen am Tropfenort festgehalten. Hatte man aber die 
Farbstoffmenge dort dadurch erhéht, da&8 man Tropfen eintrocknen 
lie8 und dann weitere Tropfen auf die gleiche Stelle setzte, so beginnt 


1 O. Jirovec, diese Zeitschr. 314, 265, 1943. — * N. Sahlbom, Kolloidbeih. 
2, 79, 1910. 





cken 


dern 
der 
eich 
ega- 
Mit- 
iden 
ung 
Iter, 
ene 
r ist 
isel- 
then 
lose 
ittel 
hen 
auf 
sch- 
eses 
aul 
ssen 
mit 
IsW. 
ver- 
a20b- 
nin 
here 
die 
nen 
innt 


peih. 


Germanin und Farbstoffe. 373 


bei einer gewissen Menge Farbstoff doch der Aufstieg. Im Anschlu8 
an die elektrostatische Theorie kénnte die Deutung sein, der positive 
Farbstoff neutralisierte die negative Cellulose und in diesem neutrali- 
sierten Gebiet sei eine Wanderung méglich. (Eine gleichzeitige Hemmung 
entsteht allerdings durch Porenverstopfung.) Dieser Aufstieg erfolgt 
schon bei wesentlich geringeren Nachtblaumengen, wenn man auf den 
Farbtropfen noch Germanin brachte. Also auch bei diesem kolloiden 
Farbstoff winkt Germanin férdernd. Germanin wird ebenfalls stark 
adsorbiert und kann deshalb Farbstoff ersetzen. Die Deutung wird 
durch einen Versuch gestiitzt, bei welchem das Papier zur Hilfte mit 
Germanin getrinkt, griindlich ausgewaschen und nach dem Trocknen 
zu dem Kapillarversuch benutzt wurde. Das Nachtblau steigt auf der 
vorbehandelten Seite leichter auf. Jtrovec hatte angenommen, dab 
Germanin auf die basischen Farbstoffe unmittelbar wirke. Hiernach 
ist es wahrscheinlicher, da& die Hauptumsetzung zwischen Germanin 
und Cellulose eintritt. 

Germanin ist ein Leukostoff, dessen wiisserige Lésung beim Stehen 
an der Luft rot und dann violett wird. Bei der medizinalen Verwendung 
ist diese Oxydation zu vermeiden. Beim Kapillarversuch verliert sie 
ihre Wirkung nicht. Noch stirker als Germanin wirkt das (anionenaktive) 
Netzmittel Mersolat H. Dieses wirkt {auch nach dem Auswaschen) 
noch stirker porenverstopfend als Germanin. So kommt es dazu, dab 
der Aufstieg des Wassers gehemmt, der des Nachtblaus begiinstigt wird. 

Aufsatz von Germanintropfen auf einen Bogen, der ganz mit 
Malachitgriin getrinkt und dann gewaschen war, dem also ein wan- 
derungsfihiger Anteil dieses kleinmolekularen basischen Farbstoffes 
fehlte, bewirkte einen starken kapillaren Aufstieg dieses Farbstoffs. 
Diese Befreiung der Faser von adsorbiertem Farbstoff durch Germanin 
kann als ein Gleichnis fiir eine Art von Medikamentwirkungen aufgefaBt 
werden. So kénnen auch schiidliche Stoffe von einer Zelle durch 
Heilmittel verdringt werden. Selbstverstindlich ist das nur ein Teil 
der Germaninwirkungen. 
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Physikalische Untersuchungsbefunde 
an erhitzten menschlichen Kopfhaaren. 


Von 
Th. Lochte und H. Brauckhoff (Géttingen). 


(Eingegangen am 24. September 1943.) 


Vorliegende Arbeit gibt eine Ubersicht iiber unsere Untersuchungen, 
die AufschluB geben sollen tiber das Verhalten menschlicher Haare 
nach Einwirkung verschiedener Temperaturen. 

Uber erhitzte Haare ist schon mehrmals in der Literatur berichtet 
worden und bereits W.J. Schmidt hat festgestellt, daB Haare nach 
in der Nihe einer Bunsenflamme erfolgter Erhitzung sich verkiirzten, 
ferner daB Haare bei der Erhitzung die stark positive Doppelbrechung 
verlieren und in der Epidermicula negativ doppelbrechend werden!. 
In neuerer Zeit erschien eine Arbeit von Zahn, in der insbesondere iiber 
die réntgenographischen Befunde erhitzter Haare berichtet wird. 
Ferner stellte Zahn eine betrichtliche Verkiirzung erhitzter, ungedehnter 
Keratinfasern fest?. 

Unser Ziel war zuniichst, die thermische Verkiirzung von Haaren 
insbesondere gedehnten Haaren — eingehend bei verschiedenen Vor- 
bedingungen und Temperaturverhaltnissen zu untersuchen und auf 
Grund der Ergebnisse Schliisse zu ziehen, inwieweit die Vorstellungen 
von Wohlisch iiber die Verkiirzung von Fasern bei Erhitzung (thermo- 
kinetische Theorie) auch fiir das Haar zutreffend sind. Besonders 
wurde auch der Einflu8 des im Haar enthaltenen Wassergehalts auf 
die thermische Verkiirzung untersucht. 

Nach erfolgter Erhitzung wurde ferner die ReiSdehnung fiir eine 
Anzahl Haare ermittelt. Die Rei&dehnung ist ein charakteristisches 
Kennzeichen, ob das Haar geschadigt ist. Ein normales Haar kann 
um 35 bis 40% gedehnt werden. 

Ein weiterer Teil dieser Arbeit behandelt unsere Versuche hin- 
sichtlich der Anderung der hygroskopischen Eigenschaften der Haare 
unter der Einwirkung héherer Temperaturen. Gerade diese Unter- 
suchungen sind auch von groBem Interesse fiir die Haarhygrometrie. 
zumal da verschiedene Zweige der Industrie an Feuchtigkeitsmessungen 
in hohen Temperaturen interessiert sind. Haare, die in Hygrometer 
bzw. in ein fiir die zahlenmaBige Ermittlung von Lingeninderungen 
besonders gebautes Gerit eingespannt wurden, wurden auf ihre Emp- 


1 W. J. Schmidt, Zeitschr. f. wiss. Biol. u. mikroskop. Anat. B. Zellforsch. 
15, 188, 1932. — * H. Zahn, Naturwiss. 31, 137, 1943. 
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findlichkeit bei Feuchtigkeitsinderungen vor und nach der Erhitzung 
untersucht. 


SchlieBlich wurde eine Anzahl Versuchsreihen durchgefiihrt, in 
denen die Geschwindigkeit, mit der das Haar Wasser aufnimmt, er- 
mittelt wurde, und zwar nach Einflu8 starker Austrocknung und hoher 
Temperaturen. Beobachtet wurde die Geschwindigkeit der Einstellung 
von benéBten, im Hygrometer eingespannten Haaren auf den Sattigungs- 
punkt, wie auch die Regenerationsgeschwindigkeit erhitzter, tber- 
dehnter Haare bei WassereinfluB. ‘ 


I, 


In den Tabellen I bis IIL sind unsere Versuchsergebnisse tiber die 
Verkiirzung tiberdehnter Haare unter dem Einflu8 hoher Temperaturen 
zusammengefaBt. Die Erhitzung erfolgte teils im Gasofen im Labora- 
torium der Firma Wilh. Lambrecht, Géttingen (Tabellen I und IL), teils 
in einem elektrisch beheizten Apparat im Institut fiir medizinische 
Physik von Herrn Prof. Kiistner, Géttingen* (Tabelle III). Die Vor- 
bereitung der Haare wurde im Laboratorium der Firma Wilh. Lambrecht 
vorgenommen. Jedes Haar wurde an seinen Enden mit Metallplittchen 
vom Gewicht von 103 mg versehen und mittels Spindelvorrichtung 
um 30% gedehnt. Es wurde eine Dehnvorrichtung verwendet, wie sie 
bereits in einer friiheren Arbeit beschrieben wurde!. Ferner wurden 
im gleichen Dehnungsapparat eine Anzahl Haare in heiem Dampf 
2 Minuten hindurch um 70% gedehnt (Tabelle I). Die Entspannung 
erfolgte erst nach Entfernung des heiBen Dampfes und Trocknung der 
Haare. Nach Astbury tritt bei solchen Haaren eine Sprengung der 
Seitenketten ein (Temporary-Set), die bei Einwirkung von heifem 
Dampf nach Entspannung eine Superkontraktion zur Folge hat. Eine 
Neubildung von Seitenketten zwischen den Hauptvalenzketten kann 
erst nach langerer Zeit bei Einwirkung von heiem Dampf auf das 
gedehnte Haar erfolgen (Permanent-Set). Einen wirklichen Permanent- 
Set haben wir bei-unseren friiheren Versuchen nie feststellen kénnen 2. 


Jedes Haar, auch wenn es mehrere Wochen in heiBem Dampf 
gedehnt wurde, verkiirzte sich unter der Einwirkung von heiBem Dampf 
wieder, wenn auch die urspriingliche Linge nicht erreicht wurde. Bei 
diesen Versuchen war von Interesse, inwieweit sich das im Temporary- 
Set befindliche Haar bei alleiniger Erhitzung ohne Einwirkung von 
heiBem Dampf verkiirzen kann. 


* Herrn Prof. Dr. Kistner und Herrn Dr. Block sprechen wir an dieser 
Stelle unseren herzlichsten Dank fiir die uns erwiesene Hilfe aus. 

1 Th. Lochte u. H. Brauckhoff, diese Zeitschr. 312, 51, 1942. — *? Ebenda 
312, 45, 1942. 
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376 Th. Lochte u. H. Brauckhoff: 


Wir geben nun eine genauere Beschreibung des Aufbaus der Aj))a- 
raturen wieder, in denen die Haare erhitzt wurden. 


Der Gasofen, in dem ein Teil der gedehnten Haare, ferner die Hygrometer 
haarstringe (siche S. 384 ff.) erhitzt wurden, ist folgendermaBen eingerichtet. |e 
Ofen hat die MaBe 47:40:35cm. Die Gasflammen sind zweireihig unter 
einer im unteren Teil befindlichen Eisenplatte angeordnet. Im Innern des 
Ofens befindet sich ein dickwandiger, wirfelférmiger Behalter von etwa 20 cen 
Rauminhalt, der im vorderen Teil wahrend der Erhitzung durch Asbestpaype 
verschlossen wird. In diesen Kasten wird die Substanz, die erhitzt werden so). 
hineingebracht. Gegen direkte Strahlung seitens der erhitzten Ofenplatte ist 
somit das Haar einwandfrei geschiitzt. Im Innern des Behalters befinden sich 
die Eintauchschafte dreier Quecksilberthermometer, wahrend die Ablesung 
auBerhalb des Ofens erfolgt. Die Thermometer sind in drei verschiedenen Héhen. 
lagen angebracht, aus den drei Ablesungen wurde dann der jeweilige Mittelwert 
gebildet. Mittels langen Hebels, der iiber eine in 12 Teilstriche geteilte Skala 
bewegt werden kann, wurde die gewiinschte Temperatur immer méglichst genau 
einreguliert. 

Der gréBte Teil der Haare wurde in der elektrisch beheizten Apparatw 
des Instituts fiir medizinische Physik erhitzt. 

Das Haar befindet sich in einem zylindrischen, etwa 40cm hohen Gias- 
gefaB, das von auBen durch eine Wicklung elektrisch erhitzt wird. Das ganze 
Gerait ist gut durch Asbest warmeisoliert. In dem GefaéB befindet sich ein 
Kontakt-Quecksilberthermometer. Der Kontakt wird auf die gewiinschte 
Temperatur eingestellt. Erreicht die Quecksilbersiule den Kontakt, so betatigt 
der dadurch erzeugte Stromkreis ein Relais, das seinerseits den Heizstrom 
schwacht. Nach Sinken des Quecksilberfadens wird der Heizstrom wieder voll 
geschlossen. Auf diese Weise kann bei einem MeBbereich bis 250°, wie er fiir 
unsere Versuche in Betracht kam, in dem Gerit eine auf +°1° konstante Tem. 
peratur erzeugt werden, ohne da es einer Uberwachung bedarf, vorausgesetzt, 
da eine gewisse Heizstromstarke nicht tiberschritten wird. 

Es ist daher ein Ampéremeter in den Stromkreis eingeschaltet und dic 
fiir die gewiinschte Temperatur erforderliche Stromstarke wird mittels Rheo 
staten einreguliert. Im Gasofen hingegen muBte die Temperatur fortdauernd 
iiberwacht werden. Nachteilig bei der elektrisch beheizten Apparatur war das 
Auftreten relativ groBer Temperaturunterschiede in verschiedenen Hoéhen. 
Zwischen dem oberen und unteren Ende eines 70mm langen Haares wurden 
nach Einbringen eines Vergleichsthermometers Temperaturunterschiede von 
20 bis 30°, je nach Héhe der Temperatur, festgestellt, wahrend im Gasofen der 
Firma Wilh. Lambrecht Temperaturdifferenzen von héchstens 5° in vertikaler 
Richtung beobachtet wurden. Hierdurch kommt eine gewisse Ungenauigkeit 
den Temperaturangaben der Tabelle III zu. Das QuecksilbergefaB des Kontakt- 
thermometers befand sich meist in Héhe des unteren Teiles des Haares, so dal 
der dariiber befindliche Teil des Haares sicher eine etwas tiefere Temperatur 
als in der Tabelle angegeben aufwies. Es muB jedoch betont werden, daB wir 
mit dieser Apparatur ein besonders gutes Gesamtbild iiber die Vorginge bei 
Erhitzung von Haaren erhalten konnten, so daB wir aus diesem Grunde dic 
geschilderten unvermeidlichen Ungenauigkeiten in Kauf nehmen muBten. 


Tabellen I und II zeigen die Verkiirzung von Haaren, die langsam 
auf die angegebene Temperatur erhitzt wurden und dann 1 Stunde bei 
dieser Temperatur im Gasofen blieben. Die zunehmende Verkiirzungs- 
tendenz mit steigender Temperatur — bei Temperaturen oberhalb 180)’ 
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trat sogar Superkontraktion auf (Tabelle 1) — ist in diesen Tabellen 
in anschaulicher Weise ersichtlich. Die im Temporary-Set um 70°, 
iiberdehnten Haare wiesen prozentual eine merklich geringere Ver- 
kiirzung auf als in Zimmerluft um 30°, iiberdehnte Haare. Eine Super- 
kontraktion trat auch bei hohen Temperaturen nicht ein, eine solche 
konnte nur bei Einwirkung von heifem Dampf erreicht werden (Ta- 
belle I). 

Die Versuche in dem elektrisch beheizten Apparat wurden unter 
verschiedenen Vorbedingungen durchgefiihrt. Es sei zuniichst darauf 
hingewiesen, daB in allen Versuchen die Haare vor der Erhitzung 
mindestens mehrere Stunden hindurch, meistens | oder mehrere Tage, 
in Zimmerluft entspannt waren, so dab bei Zimmertemperatur keine 
meBbare Verkiirzung mehr stattfand. Eine Anzahl Haare wurde 
langsam auf hohe Temperaturen erhitzt, andere Haare plétzlich auf die 
gleichen Temperaturen gebracht, wieder andere Haare unter Evakuieren 
und Austrocknung iiber Phosphorpentoxyd erhitzt. Auch wurden fiir 


die einzelnen Haare unterschiedliche Erhitzungsdauern gewihlt. Es 
erscheint zuniichst von Wichtigkeit, daB die Erhitzungsdauer keinen 
merklichen Einflu8 auf die Verkiirzung des gedehnten Haares ausiibt, 
daB also die Vorgiinge, die zur Verkiirzung des gedehnten Haares fiihren, 
sich zum gréBten Teil innerhalb der ersten Minuten, in denen das Haar 
der héheren Temperatur ausgesetzt ist, abspielen. Im Temperatur- 


bereich 100 bis 150° fallt die Tatsache ganz besonders in die Augen, 
daB Haare, die plétzlich erhitzt wurden, sich stirker verkiirzen als 
Haare, die allmdhlich auf die gleiche Temperatur gebracht wurden. Es 
erschien uns von vornherein die Annahme méglich, da der Wasser- 
gehalt im Haare die Ursache fiir diese Erscheinung ist. Die Versuche, 
in denen die Erhitzung bei gleichzeitigem Evakuieren mit einer an die 
Apparatur angeschlossenen (aedeschen Olluftpumpe und iiber Phos- 
phorpentoxyd erfolgte, konnten keine eindeutige Klirung bringen, da 
die Austrocknung des Haares nicht so schnell erfolgen konnte und 
somit waihrend der Erhitzung noch ein Teil des Wassergehalts im Haar 
enthalten war, wenn auch im Vakuum die Austrocknung rascher und 
leichter erfolgen miiBte als bei Atmosphiirendruck. Im Durchschnitt 
war jedoch die Verkiirzung geringer als bei den bei gleicher Temperatur 
bei Atmosphirendruck und ohne Phosphorpentoxyd bei diesen Ver- 
suchen erfolgten Erhitzungen. AbschlieBende Versuche, in denen das 
Haar vor der Erhitzung in der gleichen Apparatur ausgetrocknet werden 
sollte, bei gleichzeitiger Ermittlung des relativen Feuchtigkeitsgehalts 
mittels Stechhygrometers, konnten leider infolge eines eingetretenen 
Defekts der Apparatur nicht durchgefiihrt werden. In erginzenden 
Versuchen im Laboratorium der Firma Wilh. Lambrecht konnte jedoch 
weiterer Aufschlu8 iiber den Einflu8 des im Haar bei Zimmerluft ent- 
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haltenen Wassers erhalten werden. Es wurden Haare wie iiblich gedeh it 
und nach der Dehnung iiber Phosphorpentoxyd ausgetrocknet. Der 
Gasofen wurde dann auf verschieden hohe Temperaturen erhitzt, das 
Haar schnell aus dem Trockengefi8 herausgenommen und in den Gas- 
ofen gebracht. Das Haar wurde also plétzlich erhitzt, war aber vorher 
fast vollig ausgetrocknet, und es ist erfahrungsgem48 nicht anzunehmen, 
daB es in der sehr kurzen Zeit, die das Haar nach der Herausnahme aus 
dem Trockengefi in Zimmerluft verweilte, Feuchtigkeit aufnehmen 
konnte. Die in Tabelle LV wiedergegebenen Ergebnisse zeigen, dai 
diese Haare sich unter dem Einflu8 plotzlicher Erhitzung ganz bedeutend 
weniger verkiirzen als Haare, die sich zu Beginn der Erhitzung im 
Feuchtegleichgewicht mit Luft von 30 bis 40° relativer Feuchte 
befanden. 


Letztere Haare verkiirzten sich, wie die Ergebnisse der Tabelle II 
zeigen, bereits bei 120° um etwa 100° der vorherigen Uberdehnung 
(Nr. 11, 14, 15, 17); eine solche Verkiirzung wurde bei alleinigem 
Einflu8 der Warmeschwingungen (allmihliche Erhitzung) erst von 
Temperaturen von 200° an beobachtet (Nr. 52, 53, 57, 58). Sicher 
kommt bei diesen Temperaturen auch bereits der zunehmende schiidi- 
gende Einflu&8 fiir die Verkiirzung in Betracht. 

Haare, die erst allmahlich, dann nochmals plotzlich auf eine be- 
stimmte Temperatur erhitzt wurden, verkiirzten sich weniger als Haare, 
die von vornherein plétzlich erhitzt wurden (Nr. 13, 19, 25). Der Grund 
liegt offenbar darin, da& Haare nach der Erhitzung sehr triige den 
Wasserdampf der Luft aufnehmen und daher zur Zeit der plétzlichen 
Erhitzung nicht den Wassergehalt besitzen, der der relativen Feuchtig - 
keit der Zimmerluft entsprechen wiirde. 

Es sei noch darauf hingewiesen, da8 im Temporary-Set befindliche 
Haare, die plétzlich erhitzt wurden, aber nicht vorher ausgetrocknet 
waren, nicht die geschilderte starke Verkiirzung zeigten. Die Ver- 
kiirzung war annihernd die gleiche wie bei einem anderen allmiihlich 
auf die gleiche Temperatur erhitzten und im Temporary-Set befind- 
lichen Haare (siehe Tabelle III, Haare Nr. 26, 27). 


Einige Haare wurden mehrere Tage hindurch tiber Phosphor- 
pentoxyd ausgetrocknet, ohne erhitzt zu werden. Diese Haare ver- 
kiirzten sich meist um 2 bis 3 mm, wenn die Haarlinge 70 bis 80 mim 
betrug. Ein Teil dieser Verkiirzung ist auf Schrumpfung infolge Wasser- 
abgabe zuriickzufiihren. Beim normalen Haar betrigt nach hygro- 
metrischen Erfahrungen zwischen 0 bis 30% relativer Feuchte dic 
Langeninderung rund 1%, bei trockenen, tiberdehnten Haaren diirfte 
der Schrumpfungs- und Quellungseffekt in ahnlichen GréBenordnungen 
liegen. Eine Abnahme der ReiSdehnung, auf Grund derer man auf eine 
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Tabelle I. Thermische Verkiirzung von Haaren, die um 70% in 100° 
heiBem Dampf 2Minuten hindurch gedehnt wurden, dann 24 Stunden 
ingedehntem Zustande an der Luft getrocknetund danach entspannt 
([Temporary-Set) und dann allmahlich erhitzt wurden. 
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Tabelle II. Thermische Verkiirzung von Haaren, die 24 Stunden 
hindurch in Zimmerluft um 30% gedehnt und dann allméhlich 


erhitzt wurden. 
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Tabelle II (Fortsetzung). 








Restliche Ver. | ‘ 


Uberdehnung | ,;; 
| vor der Er- prow gg Verkiirzung | Zerreils 


| hitzung in % in % der | dehnuny 


hitzung im Gas-| ;; . 
— oten ta % der Uberdehnung in % 


| urspr. Liinge 


| Brhitzungs- 
temperatur 
in °C 


| Urspriingliche 
Liinge in mm 


160 0,2 | 22,3 39,3 
170 73,0 17,6 36,5 
170 71,5 20,6 3, 38,0 
180 70,0 | 18,6 : 

180 a2 |. 22 : 34,0 
190 7,8 | 184 4b 4,0 
190 70,5 | 19,4 12,5 3,5 
200 70,3 | 18,7 0.0 
200 70,0 | 20,3 109,0 2.0 
210 72,5 18,6 3,2 133,5 0,0 
210 71,0 | 19,4 7; 158,0 0,0 
218 71,0 19,7 150,0 0.0 
220) 71,8 18,7 135,0 0.0 


Tabelle III. Thermische Verkiirzung von Haaren, die um 30% in 
Zimmerluft gedehnt und dann im elektrisch beheizten Apparat 
erhitzt wurden. 

Erklarungen: p = plétzlich erhitzt, a = allmahlich erhitzt', V unter 
Evakuierung erhitzt, P = iiber Phosphorpentoxyd erhitzt. 
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| 100 30 Ss 25,5 
11 120 5 ‘ y 85,0 
BB ih . 390 1 SB, 7 12 ¢ 39,0 
! 5 ; 47, 
13 || 120 15 yy , a, | 5 28,0 
ie | | | : 59,0 
1 In dieser Apparatur erfolgt die Erhitzung meist langsamer als im Gasofen der Firma 
Lambrecht, eine Tatsache, die auch von Bedeutung fiir die Mefresultate sein kann. 
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Tabelle III Liane 
iS aS dea cf S 
dehnung 


in % der 
urspr. 
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Erhit- - Linge 
zung 
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. Erhit-  Urspr. 
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ratur °C art in mm dehnung 


120 13 Minuten p 72,0 | - 109,0 
| Nach Angleich an Zimmerfeuchte: + 91,0 
5 || 120 1 Stunde p 73,0 - 112,0 
;|| 120  30Minuten aVP | 85,0 | 1 3,2 33,8 
120 10 pVP | 71,0 | 100,0 
130 | 10 x 7 63,5 93,0 
140 30 ; a 71,2 9 40,0 
2 p 3,0 59,0 
140 |30 _ ,, a 72,0 14, i 41,1 
140 ae | p | 72,6 | 14,4 7 105,0 
140 5 p 71,8 24,0 y 91,5 
140 30.———=, aVP | 80,0 13,8 ; 36,2 
140 | 30 aVP 80,0 11,2 23, 26,8 
150 | 30 , a 72,0 16,0 i,§ 57,0 
eee p 4,2 69,3 | 
e260 a 69,5 64,0 58,2 9,1 
Das Haar befand sich im Temporary-Set. 
mter 27 || 150 15 Minuten p 68,0 71,5 63,5 11,2 
Das Haar befand sich im Temporary-Set. 
150 10Minuten aVP | 65,5 17,6 12,4 29,7 
150 10 i pVP 81,8 12,0 0,0 100,0 
160 30 , 70,8 | 17,9 8,5 52,5 
160 i See 72,5 22,8 1,4 96,0 
ee p 0,7 97,0 
160 10 F 79,2 11,1 6,1 45,0 
160 | 248t unde on 72,0 E 6,3 58,2 
170 | 30 Minuten 70,8 3,7 6,7 51,0 
2 ; 97,8 
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Tabelle III (Fortsetzung). 








| 


Nr. | 


. Er- 
hitzungs- 
tempe- 


| 
| 
| 
| 
| 


Erhitzungs- 
dauer 


|\ratur °C | 








| 


Erhit- | Urspr. 
zungs- | Liinge 
art in mm 


Uber- 
dehnung 
in % der 





Restliche 
Verlinge- 
rung in % 
der urspr. 
Lange 


Verkiirzung 
in % der 
Uber- 
| dehnung 


Zerreig- 
dehnung 
in %, 














190 
190 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
210 
210 
210 
210 
210 
210 
210 
210 
210 
210 
220 
220 
220 
220 
230 





| 1 Stunde 
| 10 Minuten 
(3D ns 
0 nts 
Be ig 
1 Stunde 
2 Stunden 
8 ° 
45 Minuten 
15 
10 
50 
2 
22 
30 
ee 
1 Stunde 
11/, Stunden 
20 Minuten 


10 Minuten 
2 


| 
| 
| 
| 
| 


| 


—) a 
YS Ssvssegea 





J 
a) 


a 
a 


BWsvavssaiINevesrava 
~'v 





Nach Angleich an Zimmerfeuchte : 


230 


250 


30 Minuten 
1 Stunde 
1 ” 

10 Minuten 
1 Stunde 
5 Minuten 

30 ”? 

2 








| 
| 
| 


71,0 
70,2 
72,0 
78,5 
72,0 
72,8 
71,0 
72,0 


SBeseaseveass 





Nach Angleich an Zimmerfeuchte: 


250 


| 1 Stunde 


| 


p | 73,0 


1 Infolge der durch die Befestigingskl 








we ew ew we ee 


el ol od 7 — sa 
APE AMDDNDAN PS POODO DOTA Sw Oe 
or 


ia 
wrna 
oO Ww nO 


12,3 


13,2 
17,0 

6,2 
14,0 
19,4 
10,0 
15,0 
19,4 


7,5 








CO bo Gp bo Gp G0 bo to Go Sa i eH in on a to mm He 





— 
ve we ee 6 we ee 
oS vo 


DOSON HNO H OR WOH HHO eb no 09 0 


re 
. 


. 


1 | 


& DOH me OO eS bo wo po bo PD 


1 | 
S09 90 
tr G0 to he 


| 

et tht they 

=_ 
DRDoeePHoOnoRObt 


< 


20, 











| 


erfolgten Spannung trat eine Verlingerung 
auf, die durch die Lockerung des Haargefiiges unter dem EinfluB der Erhitzung zustande kam 
und der thermokinetisch bedingten Verkiirzung entgegenwirkte. 


Schidigung des Haares schlieBen kénnte, wurde bei diesen Haaren 
nicht beobachtet. 


Es sei noch bemerkt, daB die Liangenmessung zunachst bald nach 


der Erhitzung nach Herausnehmen aus dem Apparat erfolgte. Da das 
erhitzte Haar vor seiner Regeneration im Wasser duBerst triage den 
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Tabelle 1V. Thermische Verkiirzung von Haaren, die nach vorheriger 
Austrocknung iber Phosphorpentoxyd im Gasofen plétzlich erhitzt 
wurden. Die etnies peer bei allen Haaren 10 Minuten. 








i | | Restliche Ver- | 

i} " angerung nach 

pcan ol [nee ae in % der 
0. iitzung im Gas- 

aS. | ofen in % der | Uberdehnung 

} urspr. Linge | 


Urepriingliche | Verkiirzung 


Linge in mm | 


Pe lh in al 
der urspriingl. | 
Linge 


110 ‘ 9,65 6,62 31,4 
120 ¢ 20,2 15,3 23,2 
145 7 12,5 7,0 44,2 
145 7 13,5 cas 50,0 
165 7 16,4 58,2 
180 | | 15,0 | 88,5 
205 10,9 | —- 120,0 
Nach Angleich an Zimmerfeuchte: | | =: 109,0 





NMS Oe wre 


Wasserdampf der Luft aufnimmt (worauf ich an spiterer Stelle noch 
zuriickkomme), ist die 1estliche Verlingerung infolge der Austrocknung 
um etwa 1%, nach sehr starker Erhitzung um 1,5 bis 2% geringer, als 
sie nach alleiniger thermischer Wirkung sein wiirde. Diese Ergebnisse 
wurden in einer Anzahl Kontrollmessungen nach Angleich an Zimmer- 
feuchte erhalten und entsprechen auch den hygrometrischen Er- 
fahrungen. In Tabelle III sind einige Beispiele wiedergegeben (s. Nr. 14, 
48, 49, 76, 84). Dieser Umstand muB besonders bei den Messungen 
beriicksichtigt werden, in denen Superkontraktion beobachtet wurde. 


Il. 


In Tabellen II und III sind ferner die Untersuchungsergebnisse 
iiber die ReiBdehnung erhitzter Haare wiedergegeben. Eine Abnahme 
der ReiBdehnung tritt nach Erhitzen von 190° an aufwarts ein, und 
zwar um so stiiiker, je lingere Zeit das Haar erhitzt wurde. Die ver- 
ringerte ReiBdehnung ist ein sicheres Kennzeichen fiir die erfolgte 
Schidigung des Haares. Eine Schidigung tritt schon bei merklich 
tieferen Temperaturen ein, wenn das Haar in Phosphorpentoxyd 
gelegen hat. Die anhaftende Substanz fiihrt bei Erhitzung zur raschen 
Schiidigung des Haares. Aus diesem Grunde konnten einwandfreie 
Ergebnisse nur erzielt werden, wenn das Haar wiihrend der Austrocknung 
und Erhitzung nicht mit Phosphorpentoxyd in Beriihrung kam. 


Il. 


Im Laboratorium der Firma Wilh. Lambrecht durchgefiihrte hygro- 
metrische Untersuchungen ergaben als Folgeerscheinung der Erhitzung 
eine Zunahme der Longitudinalquellung. Wie aus den Tabellen V 
und VI ersichtlich, beginnt die Zunahme bei etwa 140° und wird bei 
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hohen Temperaturen recht betriichtlich, am stirksten bei den Tei- 
peraturen, bei denen man auf Grund der ReiBdehnung auf eine Schiidi- 
gung des Haares schlieBen kann. Tabelle V gibt die Dehnungswerte 
von Haarharfen, wie sie in den Hygrographen der Firma Wilh. Lambreci 
verwendet werden, zwischen drei verschiedenen Feuchtigkeitsintervalle 
vor und nach der Erhitzung wieder. Die Erhitzung der Harfen erfolgte 
in der elektrisch beheizten Apparatur im Institut fiir medizinische 
Physik. Zur Bestimmung der Dehnungswerte wurden die Harfen in 
ein fiir solche Zwecke gebautes Geriit eingehiingt, in dem die Lingen- 
iinderung der Harfen durch Hebelmechanismen auf Zeiger iibertragen 
wurden, die tiber in mm Langeniinderung geeichte Skalen spielen. Das 
Geriit wurde in die Feuchtepriifanlage nach Bongards! gestellt und 
danach die verschiedenen Feuchtigkeitsstufen einreguliert. Die Er- 
mittlung der relativen Feuchte im Priifkasten erfolgte psychrometrisch. 
Am stiirksten andern sich unter dem Einflu8 der Erhitzung die Dehnungs 
werte im Bereich héherer Feuchtigkeiten; wihrend beim normalen 
Haar die Empfindlichkeit in niederen Feuchtigkeitsbereichen am 
groéBten ist, ist diese nach sehr starker Erhitzung bei hohen Feuchtig- 
keiten gréBer als bei niederen Feuchtigkeiten, wenn auch die Emp- 

findlichkeit im ganzen Feuchtigkeitsbereich zunimmt. 


Es wurden ferner Hygrometer im Gasofen auf hohe Temperaturen 
erhitzt und die Anzeige nach der Erhitzung mit der Anzeige vor der 
Erhitzung verglichen. Es wurden Lambrecht-Hygrometer in Polymeter- 
form verwendet, die fiir diese Versuche am geeignetsten sind. Tabelle V1 
zeigt, in welchem Mafe sich die Anzeige der Hygrometer unter der 
Einwirkung hoher Temperaturen andert. Die Messungen erfolgten in 
feuchten Lagen bei etwa 95°%, in mittleren Lagen bei etwa 65° und 
in trockenen Lagen bei etwa 30° relativer Feuchte. Die Ermittlung 
der relativen Feuchte erfolgte psychrometrisch auf + 1% genau. In 
feuchten Lagen wurden nach halbstiindiger Erhitzung bis zu Erhitzungs- 
temperaturen von 190° auf 2°% genau gleiche Anzeigewerte beobachtet 
wie vor der Erhitzung. Anders in mittleren und trockenen Lagen. Aus 
den Ergebnissen der Tabelle V ist zu erwarten, da der Ausschlag des 
Hygrometerzeigers wegen der Empfindlichkeitszunahme gréBer wird 
als bei der urspriinglichen MeBreihe. Derartige Resultate wurden von 
Erhitzungstemperaturen von 140° an aufwiirts erzielt, wenn die Haar- 
striinge vor der Messung gesittigt feuchter Luft ausgesetzt wurden 
(MeBreihen Ay, und Aj;,), eine Vorbedingung, wie sie auch bei den 
Haarharfenuntersuchungen gegeben war. Anders verhalten sich jedoch 
die Geriite, wenn die MeBreihe vor Einwirkung gesiittigt feuchter Luft 


1 Siehe Bongards ,,Feuchtigkeitsmessung’, S. 273. Miinchen u. Berlin, 
Verlag R. Oldenburg, 1926. 
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durchgefiihrt wurde. Die Anzeige bei gleicher Feuchtigkeit war merklich 
hoher, so daB bei den Hygrometern 1 bis 5 sogar positive Abweichungen 
beobachtet wurden. Es handelt sich bei dieser Erscheinung um einen 
in der Haarhygrometrie bekannten Austrocknungseffekt, auf den ich 
an dieser Stelle etwas niher eingehen méchte. Saussure und spiiter 
Bongards haben beobachtet, daB richtig justierte Hygrometer, die 
lingere Zeit in geschlossenen Riiumen stehen, die relative Feuchtigkeit 
im Laufe der Zeit um 5 bis 8°, zu hoch anzeigen. Ich habe im Labora- 
torium der Firma Wilh. Lambrecht in letzter Zeit diese Degenerations- 
erscheinungen besonders eingehend untersucht. Die wichtigsten Ergeb- 
nisse waren folgende: Die durch Austrocknung bedingte Degeneration 
des Haares ist um so gréBer, je stiirker die Austrocknung erfolgte und 
je lingere Zeit sie dauerte. Die Abweichung macht sich meist am 
stiirksten in mittleren Feuchtelagen bemerkbar. Im Maximalfalle 
wurden Abweichungen bis zu 14° beobachtet. Die Degeneration 
macht sich ferner in einer merklich verringerten Einstellgeschwindigkeit 
auf Feuchtigkeitsiinderungen bemerkbar. Die Degeneration ist inner- 
halb gewisser Grenzen unabhiingig vom Spannungszustand des Haares. 
Véllig entspannte Hygrometerhaare wiesen nach Austrocknung die 
gleichen Degenerationserscheinungen auf wie im Hygrometer ein- 
gespannte und durch den Justierhebel und Zeiger belastete Haarstriinge. 
Die Regeneration des Haares erfolgt in geringem MaBe von 80 % relativer 
Feuchte an, vollstiindig wird sie erst in gesiittigt feuchter Luft. 

Eine eindeutige Erklirung der Degenerationserscheinungen ist 
bisher in der Literatur nicht zu finden. Erklirungsversuche, wie z. B. 
von Bongards!, wiirden nur zutreffend sein fiir den Fall, daB die Degene- 
ration bei gleichzeitigem Spannungszustand des Haares stattfindet. 
Obige Versuchsergebnisse zeigen aber, daB auch entspannte Haare 
unter dem Einflu8 der Austrocknung degenerieren, so daB nach einer 
anderen Erklirung gesucht werden muB. Die Kliirung dieser Degene- 
rationserscheinungen, die iibrigens auch beim tierischen Haar in ahn- 
lichem MaBe auftreten, diirften fiir die Kenntnis des menschlichen 
Haares von besonderer Wichtigkeit sein und am ehesten kénnte man 
wohl durch Zusammenarbeit verschiedener Forschungszweige der 
Klirung dieser eigentiimlichen Erscheinung niiherkommen. Es sei 
bemerkt, daB bei iiberdehnten Haaren der Einflu8 der relativen Feuchte 
auf die Regenerierbarkeit von Haaren ein ihnlicher ist wie bei aus- 
getrockneten Haaren. 

Kehren wir nun zu unseren Ergebnissen der Tabelle VI zuriick. 
Hier haben wir zweifelsohne einen starken, durch Austrocknung 


1 Bongards ,,Feuchtigkeitsmessung“, S. 289. Miinchen u. Berlin, Verlag 
R. Oldenbourg, 1926. 
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Tabelle Via. Abweichungen der Hygrometeranzeige von der Normal- 

messung nach 6 Tage dauernder Einwirkung einer Temperatur von 

100° auf den Hygrometerhaarstrang (nachts wurde die Erhitzung 
unterbrochen). 





| Abweichung von der Normalmessung 
Ay — 21M, 

Amy, +12 

Am, —11 


( 


Atry + 6 
At, | ~ 8 


hedingten Degenerationseffekt, der durch die Differenzen Ay, — Ay, 
und Ay, — At, gegeben ist. (Die scheinbar abnehmende Differenz 
mit zunehmender Erhitzungstemperatur erklairt sich durch die Skala, 
da ja entsprechend der Charakteristik des Haares im unteren Feuchtig- 
keitsbereich die Abstinde zwischen zwei Skalenstrichen am gréBten 
sind und entsprechend der starken negativen Abweichung nach sehr 
hoher Erhitzung die Hygrometeranzeige bei einer Feuchtigkeit von 
etwa 30% nahe bei 0% liegt.) Als zweite Erscheinung kommt die 
thermische Verkiirzung in diesen Feuchtelagen hinzu, die der durch 
Austrocknung bedingten Lingung entgegenwirkt, aber durch Ein- 
wirkung wasserdampfgesittigter Luft oder Wasser nicht wieder riick- 
giingig gemacht werden kann. Somit bleibt unterhalb des Sattigungs- 
punktes eine dauernde Verkiirzung gegeniiber der urspriinglichen Linge 
erhalten, wie in den MeBreihen Ay, und Aj, ersichtlich ist. Die ther- 
mische Verkiirzung des Haares ist also irreversibel. 

Die Ergebnisse waren ahnlich, aber noch krasser nach fiinfstiindiger 
Erhitzung der Hygrometerhaare. Die laingere Erhitzungsdauer hatte 
zur Folge, daB nach Erhitzungstemperaturen von 175 und 190° auch 
im Sattigungspunkt die urspriingliche Linge nicht erreicht wurde. Es 
wurde also in allen Feuchtelagen eine thermische Verkiirzung festgestellt. 

Wie Tabelle Via zeigt, iinderte sich nach 6 Tage dauernder Er- 
hitzung eines Hygrometerhaarstranges (nachts wurde die Erhitzung 
unterbrochen) auf 100° ebenfalls die Hygrometeranzeige in dem Sinne, 
da8 in allen Lagen, besonders in mittleren Lagen, zu niedrige Feuchtig- 
keitswerte angezeigt wurden. 

Aus all diesem ergibt sich fiir die Haarhygrometrie die Folgerung, 
da8 Haarhygrometer fiir Feuchtigkeitsmessungen in Temperaturen 
von 100° und mehr nicht geeignet sind, da die Anzeige unter dem Ein- 
fluB der thermischen Verkiirzung und der Zunahme der Longitudinal- 
quellung inkonstant wird und zuverlissige MeBresultate auf die 
Dauer nicht erzielt werden kénnen. 

Es wurden auch Hygrometerhaare auf héhere Temperaturen als 
190° erhitzt. Bei diesen zeigte sich in hohem MaBe der nunmehr ein- 
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setzende EinfluB der Schidigung der Polypeptidketten des Haare: 
Die Elastizitiit des Haares geht verloren, das Haar wird spréde und 
briichig. Das Fehlen der elastischen Krifte hat zur Folge, daB das Haw 
unter dem Einflu®B zunehmender Feuchtigkeit und der wenn auch 11 
geringen Belastung sich besonders stark ausdehnen kann; der Skalen. 
teil 100°, wird somit bei weitem iiberschritten, wihrend andererseits 
in trockenen Lagen 0°, rasch unterschritten wird; die Hygrometer- 
skala reicht also fiir die groBe Empfindlichkeit des Haares nicht mel); 
aus. Die starke Empfindlichkeitszunahme nach Einwirkung sehr holie: 
Temperaturen ist aus Tabelle V sehr anschaulich ersichtlich und ist 
auf Grund der stark zunehmenden Schiidigung des Haares zu erkliren. 


Es sei an dieser Stelle bemerkt, daB jeder schiidigende Einflus 
eine Zunahme der Longitudinalquellung zur Folge hat. Es ist dies 
auch der Fall, wenn das Haar durch Chemikalien, wie insbesondere 
anorganische Siiuren, angegriffen wird. Es wurde bereits in einer 
friiheren Arbeit darauf hingewiesen', daB die in heiBem Dampf gedehnten 
Haare ebenfalls eine starke Zunahme der Longitudinalquellung zeigten ; 
also auch bei diesen Haaren kann eine Schidigung angenommen werden 


IV. 

Mit jeder Austrocknung des Haares ist eine Trigheitszunahme 
verbunden. Diese wurde auch in besonders starkem Mafe bei erhitzten, 
in Hygrometer eingespannten Haaren festgestellt. Die Einstellgeschwin- 
digkeit wurde auf folgende Weise bestimmt. Der Anfangsstand des 
Hygrometers zur Zeit 0 Sekunden wurde bei einer relativen Feuchte 
von 40 bis 45°, aufnotiert, dann wurde der Haarstrang mit Hilfe eines 
Sprays mit destilliertem Wasser befeuchtet und fortlaufend feuch 
gehalten. In bestimmten Zeitintervallen erfolgte eine Ablesung des 
Hygrometers. Die Halbwertszeit, d. h. die Zeit, in der der Hygrometer- 
zeiger die Hiilfte des Skalenwertes in %, zuriickgelegt hat tnd die 
Einstellzeit auf den Endwert auf 2°, genau, wurden aus den Meli- 
ergebnissen ermittelt. Zunichst erfolgte immer eine Normalmessung in 
frisch regeneriertem Zustand des Haarstranges, d.h. wenn der Haar- 
strang nach erfolgter Befeuchtung sich gerade wieder auf Zimmer- 
feuchtigkeit eingestellt hatte. Dann erfolgten die Messungen nach den 
entsprechenden Vorbedingungen und nach jeder solchen MeBreihe 
wieder Messungen in frisch regeneriertem Zustande. Letztere Messungen 
stimmten mit der ersten Normalmessung in dem Falle volliger Regenerier- 
barkeit des Haares gut iiberein. Die Tabellen VII bis XI zeigen, dab 
ausgetrocknete und erhitzte Haare hinsichtlich der Tragheit gut durcli 
Wassereinflu8 regenerierbar sind. 


1 Th. Lochte u. H. Brauckhoff, diese Zeitschr. 312, 47, 1943. 
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Tabelle VII. Einstellgeschwindigkeit eines Hygrometers nach Aus- 
trocknung des Haares in Zimmerluft von 30 bis 40% bei Befeuchtung 
des Haarstranges. 





Mefivethe MeGreihe MeBreihe 
Normal- nach 20 stiindiger nach 5wéchiger Aus- 


messung in 3'/,stiindig. i 
regener, Zu- Austrock- Austrocknung trocknung 


stand nung — sam GR 
degen. degen. regen degen. regen. 


3 ° o ° ° 0, ° 
Sek. | 40 oO oO o ° ° 





0 44 46 43,5 43 43 
10 nt 59 | 54 62 49 
20 : 68 65 75 53 
30 | 80 80 75 84 60 
45 i} 89 88 87 90 72 
60 91 91 91 92 80 
90 92 92 9? 92 91 
120 92 92 92 92 92,5 
Halbwertszeit in || 
Sekunden ... | ) 21 23 15 | 40 18 
Einstellzeit auf | 
2% genau in 
Sekunden ... 5: 5h 56 45 90 48 


Tabelle VIII. Einstellgeschwindigkeit eines Hygrometers nach Aus- 
trocknung des Haarstranges tiber Chlorcalcium bei Befeuchtung 
des Haarstranges. 





" « MeGreihe MeBreihe MeBreihe 
Normal- nach 3stiindiger nach 240 stiindiger nach 4 wéchiger 


messung Austrocknung | Austrocknung Austrocknung 
in regener. 


Zustande degen. regen. degen. regen. degen. regen. 

Sek. % % % % % % % 
0 50 52 50 46 
10 5 60 3 * D 57 57 
20 67 76 } 7 65 69 
30 2 77 76 35 72 79 
45 87 ‘ 86 8s 80 
60 o 89,5 39,5 ‘ 85 
90 92 P 91,5 90,0 

120 ; 92 92 91,6 ‘ 90,5 

150 92 92 5 ¢ 90,5 

180 ‘ ‘ 2 92 2 : 91 


Halbwertszeit in 
Sekunden .... 17 24 15- 25 13 28 
Einstellzeit auf 
2% genau int 
Sekunden.... 50 65 45 60 45 


Die Tragheitszunahme miiBte sich auch bei der Verkiirzung tiber- 
dehnter erhitzter Haare bei Wasserzusatz bemerkbar machen. Die 
Erscheinung, daB jedes in Zimmerluft iiberdehnte Haar sich in Wasser 
oder wasserdampfgesiittigter Luft auf die urspriingliche Linge zu- 
sammenzieht, wurde in friiheren Arbeiten als Gleitphiinomen bezeichnet. 
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Tabelle X. Einstellgeschwindigkeit eines Hygrometers nach 
4'/,stiindiger Erhitzung auf 170° bei Befeuchtung des Haarstranges. 





| MeBreihe : ] MeGreihe 
'| Normal- nach Erhitzung Normal- | ach Erhitzung 


Zeit | messung ~ ' Zeit g | ‘ 
| gen. regen. | degen. regen. 


% Sek. % | % % 








dep 8 240 80 
54 2 2 270 83 
71 i 31,6 / 300 f 83 
eo Ft 5 330 | 83 
89 y 360 ; | 83 
| 90,5 | 36 Halbwertszeit in 
oF CSF § 2 Sekunden.... 
120 | 91,5 |} ‘ Einstellzeit auf 
150 || 91,5 | 5 2% genau in | 
180 | 91,5 | 66 : Sekunden.... f 65 
210 91,5 | 7 ‘ 





27 





Tabelle XI. Einstellgeschwindigkeit eines Hygrometers nach 
5stiindiger Erhitzung auf 190° bei Befeuchtung des Haarstranges}?. 





MeBreihe MeBreihe 
nach Erhitzung nach Erhitzung 
Zeit ee 
degen. regen. 
Sek. % % 








240 78 89 
270 80 89,5 
300 80 90 
330 81 90 
360 81 90 
390 | 82 90 
420 82,5 90 
Halbwertszeit in Se- 
38 
Einstellzeit auf 2% 
75 genau in Sekunden 310 180 





Um die Geschwindigkeit dieser Bewegung festzustellen, wurden die 
Haare in ein Gerit eingespannt, das fiir die Ermittlung von Lingen- 
inderungen in den Werkstitten der Firma Wilh. Lambrecht hergestellt 


wurde. 


Bei diesem Gerat befindet sich zwischen zwei 520 mm langen, in einem 
Abstand von 43 mm senkrechten Gleitschienen ein in vertikaler Richtung ver- 
schiebbarer Schlitten, an dem das Haar eingehangt wird. An der unteren 
Klemme des Haares wird ein 200 mg schweres Plattchen (17 x 9 mm) befestigt, 


1 Bei diesem Hygrometer wurde eine Normalmessung vor der Erhitzung 
nicht durchgefiihrt. Da die gleiche Haarsorte wie bei den Hygrometern der 
Tabellen VII bis X verwendet wurde, ist die urspriingliche Einstellgeschwindig- 
keit sicher annahernd die gleiche wie bei den iibrigen Hygrometern. 
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das von 2 zu 2mm mit Strichmarken versehen ist. Das Plattchen verse) ich; 
sich entsprechend den Langeninderungen des Haares innerhalb eines vier. 
eckigen Rahmens. Die Verschiebungen kénnen an der Okularmikrometer. 
teilung der am Gerit angebrachten MeBlupe abgelesen werden. 

Wir gingen in unseren Versuchen so vor, daB wir das Haar zuniic list 
20 Stunden hindurch um 20%, iiberdehnten, dann entspannten und 
einige Stunden spiiter das Haar mittels Spray dauernd feucht hielten 
und die Verkiirzung fortlaufend beobachteten. Die Versuche wurden 
zuniichst vor der Erhitzung und dann in der gleichen Weise nach er- 
folgter Erhitzung durchgefiihrt. Die Haare konnten natiirlich nur 
soweit erhitzt werden, daf noch eine gute Dehnungsfihigkeit erhalten 
blieb. 

Wichtig ist das Ergebnis, daB die Verkiirzung bei erhitzten Haaren 
spiter einsetzt, da das erhitzte Haar nur triige Wasser aufnimmt. 
Nach erfolgter Wasseraufnahme geht dann aber die Verkiirzung in 
iihnlicher Geschwindigkeit vonstatten wie beim nichterhitzten Haare. 
Die im letzten Teil der Verkiirzung bei einigen Haaren beobachteten 
stiirkeren Unterschiede vor und nach der Erhitzung waren teils positiv, 
teils negativ, diirften daher nicht mit der Erhitzung zusammenhingen 
Insbesondere beim Haar Nr. 4 (Tabelle XII) kann angenommen werden, 
daB Reibungswiderstiinde vorhanden waren, vielleicht auch, dai 
Wassertrépfchen zwischen Plaittchen und Rahmen Adhiisionskrifte zur 
Folge hatten, die die Verkiirzung hemmten. 

Jedes Haar verkiirzte sich soweit, daB die urspriingliche Liinge 
vollig erreicht wurde. Das gleiche gilt auch fiir alle Haare, die sich 
thermisch noch nicht auf die urspriingliche Linge verkiirzt hatten und 
nach der Erhitzung in Wasser gelegt wurden. 


Zum SchluB sei noch auf*die theoretischen Vorstellungen hinsichtlich 
der thermischen Verkiirzung etwas niiher eingegangen. Die Verkiirzung 
hochelastischer Fasern unter der Einwirkung hoher Temperaturen wird 
von Wohlisch rein thermokinetisch auf Grund des Entropiegesetzes 
erklirt!. Die Molekiilketten haben infolge der ungleichmaBigen Warme- 
schwingungen die Tendenz, aus dem durch Dehnung hervorgerufenen 
geordneten Zustand in den urspriinglichen ungeordneteren Zustand 
iiberzugehen (Entropiezunahme). Ein roher Vergleich ware z. B. nach 
Weber? folgender: Es sei ein Seil in ziemlich gestrecktem Zustand auf 
einen Wagen gelegt, der iiber sehr holpriges Pflaster faihrt. Die Wahr- 
scheinlichkeit dafiir, daB das Seil unter dem EinfluB der Erschiitterungen 
eine gekniultere schlangenférmige Form annimmt, ist bedeutend 

1 EB. Wohlisch, Kolloidzeitschr. 89, 239, 1939; 95, 296, 1941. — ? Weber, 
Naturwiss. 27, 33, 1939: MuskeleiweiBkérper und Eigenschaften des Muske's. 
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Physikalische Befunde an erhitzten menschlichen Kopfhaaren. 
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gréBer, als da das Seil wihrend der Fahrt in einen vdllig gestreck‘ en 
Zustand tibergeht. In diesem Vergleichsbeispiel entspricht das \.| 
einer einzelnen Molekiilkette und die Wiarmeschwingungen den [r- 
schiitterungen des Wagens. 


Es ergibt sich nun die Frage, ob man die Theorie von Wdéhlisch 
auch auf das Haar anwenden kann. Das im Haar enthaltene Sorptious- 
wasser wird in dieser Theorie nicht beriicksjchtigt und zuniichst an- 
scheinend auch mit Recht, da bei normalen Temperaturen erst ei 
Einwirkung von einer relativen Feuchte oberhalb 80° eine stark 2u- 
nehmende Verkiirzung des Haares beobachtet wurde, wie in friiheren 
in der Firma Wilh. Lambrecht durchgefiihrten Versuchen gezeigt werden 
konnte. Unsere Versuche haben nun aber erwiesen, daB der bei 30°. 
relativer Feuchte im Haar enthaltene Wassergehalt einen merklichen 
KinfluB auf die Verkiirzungstendenz bei der Erhitzung ausiibt. Wie aus 
den Ergebnissen dieser Arbeit hervorgeht, sind somit Ursache fiir die 
thermische Verkiirzung von Haaren die Wairmeschwingungen innerhal) 
der Molekiilketten, wie auch der im Haar enthaltene Wassergehalt. 
In den Tabellen I und IV ist die thermische Verkiirzung wohl fast nur 
auf Grund der Entropiezunahme zu erklaren, wihrend Tabelle III viele 
Beispiele zeigt, in welchem Mae der Wassergehalt des Haares eine 
Rolle spielt (plétzliche Erhitzung). 


DaB die thermisch bedingte Verkiirzung auch bei ungedehnten 
Haaren zu beobachten ist, zeigen die Ergebnisse der Hygrometer- 
versuche, wie sie in den Tabellen VI und Vla wiedergegeben sind. Bei 
Quellung in Wasser besteht zwar die Tendenz des Haares, die urspriing- 
liche Sattigungslinge wieder zu erreichen; die Longitudinalquellung 
ist also gréBer geworden; nach geniigend langer Erhitzungsdauer und 
geniigend hoher Erhitzungstemperatur ist aber auch die Sittigungsliinge 
kleiner als vor der Erhitzung, vorausgesetzt, daB noch keine merkliche 
Schadigung innerhalb der Polypeptidketten des Haares eingetreten ist. 


Zusammenfassung. 


1. Uberdehnte Haare ziehen sich unter dem EinfluB hoher Tem- 
peraturen zusammen. Die Stirke der Zusammenziehung hangt von 
der Héhe der Temperatur und vom Wassergehalt des Haares ab. Aus 
diesem Grunde verkiirzen sich Haare bei allmahlicher Erhitzung nicht 
so stark wie bei plétzlicher Erhitzung. Wird vor der plétzlichen Er- 
hitzung das gedehnte Haar iiber Phosphorpentoxyd ausgetrocknet, so 
ist die Verkiirzung merklich geringer. Die Verkiirzung durch Hitze- 
einwirkung wiire somit auf Grund der Wirmeschwingungen der Keratin- 
molekiile (Entropiezunahme) als auch des zusitzlichen Einflusses des 
im Haar enthaltenen Sorptionswassers zu erkliren. Wiihrend in Wasser 
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oder gesittigtem Wasserdampf die urspriingliche Linge immer voll- 
kommen erreicht wird, bleibt nach alleinigem Einflu8 hoher Tem- 
peraturen meistens eine restliche Verlangerung zuriick. In einigen 
Fillen (nach Einwirkung sehr hoher Temperatur) verkiirzte sich jedoch 
das Haar sogar etwas unter die urspriingliche Linge (Superkontraktion). 

2. Auch bei nichtgedehnten Haaren bewirkt die Erhitzung eine 
Verkiirzung der Molekiilketten, die jedoch im Sattigungspunkt durch 
vermehrte Wasseraufnahme aufgehoben wird (Hygrometerversuche). 
Die Zunahme der Longitudinalquellung und die einsetzende thermische 
Verkiirzung ist abhingig von der Erhitzungstemperatur und der Er- 
hitzungsdauer und setzt bei etwa 140°C, nach mehrtigiger Erhitzungs- 
dauer bereits bei 120 und 100°, ein. Im Sattigungszustand wurde eine 
thermische Verkiirzung erst nach mehrstiindiger Erhitzung auf minde- 
stens 175° beobachtet. 

Bei beginnender Schidigung der Polypeptidketten, die nach Er- 
hitzung der Haare auf iiber 190° erfolgt, tritt infolge Fehlens der elasti- 
schen Krifte eine derartige Zunahme der Longitudinalquellung bei 
gleichzeitiger Einwirkung der, geringen Belastung ein, da8 in feuchten 
Lagen die Liinge des Haares in starkem Mafe zunimmt und die urspriing- 
liche Sattigungslinge bei weitem iiberschritten wird. Andererseits wird 
bei Austrocknung 0% betrichtlich unterschritten. An dieser Stelle ist 
bemerkenswert, daB Zahn an weiBen RoBhaaren, die durch eine kleine 
Bunsenflamme gezogen wurden, Schrumpfungen his zu 32% fest- 
gestellt hat?. 

3. Ausgetrocknete Haare weisen je nach Grad und Dauer der Aus- 
trocknung eine Lingung auf, die der thermischen Verkiirzung in den 
verschiedenen Hygrometerversuchen in mittleren und trockenen Lagen 
entgegenwirkt. Die Lingung wird durch EinfluB gesittigten Wasser- 
dampfes oder Wassers wieder vollig riickgingig gemacht, so daB dann 
die thermisch bedingte Verkiirzung allein iibrigbleibt und die Hygro- 
meter in mittleren und trockenen Lagen niedrigere Feuchtigkeitswerte 
anzeigen. 

4. Die Aufnahme von Wasser erfolgt nach Erhitzung sehr triage 
(Verlangsamung des Gleitphinomens, sehr triige Einstellung von Hygro- 
metern auf den Siittigungspunkt). Die Trigheit wird beseitigt durch 
Regeneration des Haaies in Wasser. Ebenso kann auch die Uber- 
dehnung erhitzter Haare in Wasser vollig riickgiingig gemacht werden 
(Gleitphinomen). 

5. Durch Einflu8 von Wasser kann also beim erhitzten Haar die 
Trigheit und die Uberdehnung beseitigt werden. Bestehen bleibt die 


1 H, Zahn, Naturwiss. 31, 137, 1943. 
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thermisch hervorgerufene Verkiirzung, die Zunahme der Longitudi)\.!- 
quellung und die im Falle stiirkerer Schiidigung eingetretene Abna)):¢ 
der ReiBdehnung. 

6. Letztere Eigenschaften kénnen dazu dienen, eine erfolyte 
Erhitzung von Haaren nachtraglich nachzuweisen. Eine geringfiiviye 
Zunahme der Longitudinalquellung nach Erhitzungstemperaturen. <ie 
weniger als 150° betragen, wire natiirlich nur dann feststellbar, wenn 
die urspriinglichen Quellungseigenschaften des Haares genau bekaint 
sind. Erst eine mehrstiindige Erhitzung auf mindestens 150° kann 
auch ohne Kenntnis der urspriinglichen Quellungseigenschaften nach. 
gewiesen werden, wenn man insbesonders die Quellung in feuchten 
Lagen in Betracht zieht (vgl. Tabelle V), da dann die Ausdehnung 
gréBer als die von normalen besonders empfindlichen Haaren wird. 
Einen sicheren Schlu8 auf die Héhe der Temperatur kann man nie 
ziehen, da auch die Zeitdauer eine betrachtliche Rolle spielt. Voraus- 
setzung fiir diese SchluBfolgerungen ist, daB nicht der Verdacht auf 
chemische Einfliisse vorliegt. Das gleiche gilt auch fiir die ReiBdehnung, 
auf Grund derer man schlieBen kann, ob eine Erhitzung auf mindestens 
190° stattgefunden haben kann, wobei ebenfalls die Zeitdauer der Er- 
hitzung zu beriicksichtigen ist. Derartige hohe Temperaturen sind 
natiirlich besonders leicht auch durch hygrometrische Messungen 
nachzuweisen. 

7. Fiir die Haarhygrometrie, insbesondere fiir die Verwendung von 
Hygrometern in der Industrie, ergeben sich aus diesen Untersuchungen 
folgende SchluBfolgerungen: Diz Irreversibilitét der thermischen Ver- 
kiirzung und die Anderung der hygroskopischen Eigenschaften (Zunahime 
der Longitudinalquellung) bei Erhitzung lé8t die Verwendung von 
Hygrometern zu Feuchtigkeitsmessungen in Temperaturen oberhalb 100° 
nicht zu. Kurzzeitige Einwirkung einer Temperatur von 190° hat 
keinen nachteiligen Einflu8 auf das Hygrometer zur Folge (vgl. Ta- 
bellen V und VI). Eine durch alleinige Austrocknang bedingte Degene- 
ration des Haares (Lingung) kann genau so wie in Zimmerluft erfolgte 
Uberdehnungen durch Wassereinflu8 bzw. wasserdampfgesittigte Luft 
wieder riickgiingig gemacht werden. 
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Uber den Reaktionsmechanismus 
der Hemmung der Blutgerinnung 
durch 33'-Methylen-di-(4-hydroxy-cumarin), 
genannt AP.* 
Von 
H. Dyckerhoff. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Reichsuniversitat StraBburg.) 


(Eingegangen am 30. September 1943.) 


Uber ,,Thromboseprophylaxe durch Verminderung der intra- 
vasalen Gerinnungsfihigkeit des Blutes‘* haben wir in einer friiheren 
Arbeit! ausfithrlich berichtet. Wir kamen zu dem Ergebnis, daB nur 
Heparin und die Salze der seltenen Erden als Thromboseprophylaktika 
in Frage kommen. Wir haben damals bewu8t darauf verzichtet, das 
Cumarindeérivat AP. in den Kreis unserer Betrachtungen zu ziehen, 
weil uns eigene Erfahrungen mit AP. nicht zur Verfiigung standen. 
Die Entdeckung der gerinnungshemmenden LEigenschaften dieser 
Substanz sei im folgenden kurz skizziert. 

Amerikanische Forscher haben die Beobachtung gemacht, dai 
nach dem Genu8 von verschimmeltem Kleeheu Rinder von der SiiBklee- 
krankheit befallen werden, die durch starke Blutungsneigung und 
herabgesetzte Blutgerinnungsfihigkeit charakterisiert ist. 

Den Bemiihungen von Compbell und Link? und Stahmann, Huebner 
und Link’ ist es gelungen, die blutungserzeugende Substanz in ver- 
schimmeltem Klee als 33’-Methylen-di-(hydroxy-cumarin) zu _ identi- 
fizieren. Diese Substanz ist seit 40 Jahren bekannt und synthetisch 
herstellbar¢. 

Das Di-Cumarin entsteht aus einfachen Cumarinderivaten durch 
die Einwirkung von Schimmelpilzen. Amerikanische® und schwedische® 
Forseher haben die Wirkung des AP. auf die Blutgerinnung in Tier- 
versuchen und klinischen Untersuchungen studiert. Sie kommen zu 


* Wir schlieBen uns einem Vorschlag von J. Lehmann (Svenska Lakor- 
tidnigen Nr. 2, 8.1, 1942) an und nennen das Cumarinderivat AP. (Antipro- 
thrombin). 

1 H. Dyckerhoff u. M. Wick, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 112, 309, 1943. — 
* H. A. Compbell u. K. P. Link, J. of biol. Chem. 138, 21, 1941. — * M.A. 
Stahmann, C.F. Huebner u. K. P. Link, ebenda 138, 513, 1941. — ‘4 R. An- 
schiitz, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 36, 465, 1903. — ® H. R. Butt, E. V. Allen 
u. J. L. Bollmann, Proc. Mayo Clin. 16, 388, 1941. — ® J. Lehmann, Svenska 
Lakortidn. 1942, Nr. 2 und Nr. 16. 
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dem Ergebnis, da die groBe therapeutische Breite sowohl wie ie 
langdauernde Blutgerinnungshemmung das AP. zu einem brauchbaren 
Thromboseprophylaktikum machen. K.N.v. Kaulla! hat diese Ver. 
suche wiederholt und bestitigt die langdauernde Verminderung es 
Prothrombinindex. Einschrinkend bemerkt aber v. Kaulla, daB dem 
Priparat noch gewisse Miingel anhaften. ,,MaiBige Vertraglichkeit und 
nicht sichere, willkiirliche Aufhebung des erzielten Effektes, die ja 
immer wieder aus irgendwelchen Griinden (Blutungen, erneute Opera- 
tionen) notwendig werden kénnte.“ 

Trotz dieser Bedenken v. Kaullas scheint uns das AP. als Throm. 
boseprophylaktikum in Frage zu kommen und wir haben daher Unter. 
suchungen iiber den Reaktionsmechanismus der Hemmungswirkung des 
AP. angestellt. 

In friiheren Arbeiten® * haben wir die echte Anti-Prothrombin. 
natur der seltenen Erden bestiitigt und die hemmende Wirkung des 
Heparins in der zweiten Blutgerinnungsphase bei Verwendung von 
Plasma als Substrat sichergestellt. 

Der vorliegenden Untersuchung liegen dieselben Gedankengiinge 
und die gleiche experimentelle Anordnung zugrunde, so daB ein Hinweis 
auf diese Arbeiten geniigt. 

Die Versuchsanordnung war hier etwas schwieriger, da AP. in 
Wasser schwer léslich ist und in Natronlauge gelést werden mubte. 
Wir haben jedoch durch ausgedehnte Kontrollversuche der Gerinnungen 
bei etwas alkalischem py die gemessenen Effekte sicherstellen kénnen, 
zumal die bendtigten Mengen AP. so klein waren, da8 eine gréfere 
pu-Verschiebung durch den Zusatz der Substanz meist nicht eintrat. 

Setzt man 2mg AP. 1 ccm aus der Vene entnommenem mensch- 
lichem Blut zu, so tritt eine sehr geringfiigige Verzégerung der Ge- 
rinnung ein. GréBere AP.-Mengen verschieben das Blut-py, wodurch 
eine Hemmung vorgetiuscht wird. Die Wirkung auf Frischblut ist 
also recht gering. Auch das Gerinnungssystem Oxalatplasma-Calcium 
wird durch AP. nur schwach gehemmt. Durch Thrombokinasezusatz 
1aBt sich hier der Hemmungseffekt ganz aufheben. 

Im System MgS0O,-Plasma + Calcium + Thrombokinase* hemmt 
AP. ebenfalls geringfiigig. Auch hier li8t sich die Hemmung durch 
Thrombokinasezusatz aufheben. 

Bringt man MgS0O,-Plasma durch Zusatz von fertig gebildetem 
Thrombin zur Gerinnung und fiigt hierzu verschiedene AP.-Mengen, 


1 K. N.v. Kaulla, Klin. Wochenschr. 22, 205, 1943. — 2 H. Dyckerhoff 
u. O. Griinewald, diese Zeitschr. 315, 124, 1943. — * H. Dyckerhoff u. I. Torres, 
ebenda 316, 31, 1943. — 4 Vgl. H. Dyckerhoff u. N.Goossens, ebenda 2%, 
437, 1938. 
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so tritt keine Gerinnungshemmung ein, wenn man py-Verschiebungen 
oder Fibrinogenfallung durch allzu groBe AP.-Zusiitze in Beriick- 
sichtigung zieht. 

Betrachtet man die beiden Blutgerimnungsphasen getrennt, so 
zeigt sich deutlich, daB AP. nur die erste Phase hemmend beeinfluBt. 
Es kann sich also bei dem Cumarinderivat um ein echtes Antipro- 
thrombin handeln, oder aber um eine Substanz, die die Thrombokinase 
auszuschalten vermag. Wir glauben, diese Frage experimentell im 
letzteren Sinne entschieden zu haben, denn die Inhibitorwirkung des 
AP. 1aBt sich durch iiberschiissige Thrombokinase weitgehend kom- 
pensieren. 

Der Reaktionsmechanismus der Blutgerinnungshemmung durch 
33’-Methylen-di-(4-hydroxy-cumarin) besteht also in einer Ausschaltung 
der aktivierenden Wirkung der Thrombokinase. 


Experimenteller Teil. 
A, Verwendete Lésungen und Préparate. 
. Als Thrombokinase verwendeten wir gekochten Lungenextrakt. 
2. Standard-Thrombin. 
. Prothrombin und Thrombin nach Seegers'. 


. MgSO,-Plasma. 
. Oxalatplasma. 


Die Darstellung dieser Substanzen wurde in einer friiheren Arbeit? genau 
beschrieben. 


6. 33’-Methylen-di-(4-hydroxy-cumarin)-Lésung (AP.-Lésung). 100 mg des 
Cumarinderivats werden in 9,5ccm heiBen Wassers aufgenommen und mit 
0,5cem n NaOH versetzt. Man liBt dann einige Stunden in der Kalte stehen 
und saugt vom Ungelésten ab. 34 mg bleiben ungelést. DaB 66 mg des Cumarin- 
derivats in Lésung gegangen waren, bewies die Fallung der Lésung mit Saure. 


B. Angewandte Methodik. 


Die Feststellung der Thrombokinaseaktivitat, des Thrombingehalts und 
der Prothrombinaktivierung geschah in der gleichen Weise, wie wir das friiher 
beschrieben haben?. 


0. Versuchsergebnisse. 
EinfluB von AP. auf die Gerinnung menschlichen Blutes. 


Der Armvene wurde Blut entnommen. Je 1 ccm Blut wurde in Reagens- 
gliser gegeben, die in 2ccm physiologischer Kochsalzlésung gelést, die ge- 
wiinschte Menge AP. enthielten. Alle Gerinnungsversuche dieser Arbeit wurden 
bei 37° durchgefiihrt. 


1 Seegers, Smith u. Brinkhous, J. of biol. Chem. 123, 751, 1938. — 
* Dyckerhoff u. Marx, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 313, 107, 1942. 
Biochemische Zeitschrift Band 316. 27 
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Tabelle I 





Zusatz Py der Mischung py der Mischung 
von AP. Gerinnungszeit vor path 
mg ‘ | der Gerinnung der Gerinnung 


Die Gerinnungsverliingerung ist so geringfiigig, daB sie sich ohne 
weiteres durch die py-Verschiebung verstehen lit. Man kénnte daran 
denken, da8 die im Frischblut vorhandenen und entstehenden Throm)}vo- 
kinasemengen die Hemmungswirkung des AP. kompensieren. 


Tabelle II. Wirkung von AP. auf die Gerinnung von recalcifiziertem 
Oxalatplasma mit und ohne Thrombokinasezusatz. 





Zusatz : Zusatz ‘ 
von AP. Thrombokinase | Gerinnungs- von AP, | Thrombokinase| Gerinnungs- 


zeit zeit 
mg 


6 20" ‘ mee ; e 29" 
51” 
98” 31” 





Zu 2cem 1:5 verdiinntem Oxalatplasma wurden 2 mg Ca-Ionen 
und AP. bzw. Thrombokinaselésung zugesetzt. Das Gesamtvolumen 
betrug stets 4ccm. Tabelle II zeigt eine geringe AP.-Hemmung, die 
durch Thrombokinase ausgeglichen werden kann. Die py-Verschiebung 
war nie gréBer als 0,1. 


Tabelle IIT. Wirkung von AP. auf Thrombokinase im System MgS0O,- 
Plasma + Ca + Thrombokinase’?. 





Zusatz | Zusatz von | Ts - “usatz |  Gusatz von pay 7m 
von AP. | Thrombokinase Gerinnungs- von AP. Thrombokinase| “erinnungs- 


zeit zeit 
mg ecm mg ecm 





me aoe ae, 2 | 05 
~ 65” 2 1 


Die Versuche wurden durchgefiihrt, wie das bei Dyckerhoff und 
Goossens (|. c.) niher beschrieben wurde. Auch hier zeigt sich wieder 
der Antagonismus AP. «> Thrombokinase. Die py-Verschiebung betrug 
nicht mehr als 0,1. 


1 Vgl. hierzu H. Dyckerhoff u. N. Goossens, diese Zeitschr. 299, 437, 1938. 
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Uber Hemmung der Blutgerinnung durch AP. 401 


Tabelle LV. Wirkung von AP. im System Thrombin + MgS0O,- Plasma. 





Zusatz Zusatz 
a AP. 'H Gerinnungs- y Pu Gerinnungs- 


os V zeit 3 V 2 zeit 
mg des Versuches mg des Versuches 


. | sor 2 8,4 54” 
- | 46” ae eee 1’ 34" 
0,5 ¥ | gar ne 8,9 1’ 
1,2 ’ Ler 


’ 





Die Versuche mit 0,5 und 1,2 mg AP. zeigen ohne weiteres die 
Wirkungslosigkeit der Substanz. Bei Zusatz von 2 und 2,5 mg AP. 
trat eine starke Triibung des Plasmas auf, welche die Beobachtung der 
Gerinnung erschwerte. Da bei Zusatz von 2 mg die Hemmung noch 
sehr klein ist, glauben wir, daB die stiirkere Hemmung bei Zusatz von 
2,5 mg AP. nicht auf die spezifische Wirkung von AP., sondern auf die 
Fibrinogendenaturierung zuriickzufihren ist. 


Tabelle V. Abhangigkeit der ersten Blutgerinnungsphase vom py. 








7,0 | 7,1 | 7,2 


|7.3|74/75 76/78/80 82 | 84 | 86 


Gerinnungszeit ... | 20”| 20’ 20”| 20" 21'"|20" 19” 29” 23”! 30" 34” 40” 


In Tabelle V wurde die Aktivierungsmischung (Prothrombin -+- Ca 
+ Thrombokinase) auf das entsprechende py gebracht und 2 Stunden 
aktivieren gelassen. Dann wurde neutralisiert und die neutrale Akti- 
vierungsmischung dem MgS0O,-Plasma zugesetzt. Tabelle V zeigt, 
daB bis px 8 die erste Blutgerinnungsphase unter unseren Versuchs- 
bedingungen (2 Stunden Aktivierungszeit) ungehindert abliuft. Alle 
pu-Einstellungen erfolgten mit n/10 NaOH. 


Tabelle VI. Abhangigkeit der zweiten Blutgerinnungsphase vom pq 





| 7,0 | 7,1 | 7,2 | 7,3 | 7,4 | 7,6 | 7,8 | 80 | 8,2 | 8,4 8,6 


20" | 21"" 20" 19" 22" 94" 96”) 30” 38” | 50""| 1" 10” 


In Tabelle VI wurde die Aktivierung neutral durchgefiihrt, der 
Gerinnungsansatz jedoch auf das gewiinschte py gebracht. Durch 
Vergleich mit den Werten der Tabelle VI lai8t sich feststellen, wie weit 
die Gerinnungsverlingerungen durch AP.-Zusatz in den folgenden 
Tabellen durch py-Verschiebungen hervorgerufen worden sind. 

Vor der Mitteilung der Hemmungswirkung des AP. méchten wir 
darauf hinweisen, daB Zusiitze von 0,8 mg AP. und mehr schon im 
Aktivierungsansatz zu Flockungen fiihren. Wir glauben daher, dab 
die Hemmungswirkung gréBerer AP.-Mengen nicht auf eine spezifische 
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402 H. Dyckerhoff: 


Hemmungswirkung zuriickzufiihren ist, sondern auf eine unspezifisciie 
Disproportionierung des Eiweif&systems der Gerinnung. Die iit 
Cag(PQO,). prothrombinfrei adsorbierten Plasmen konnten nicht ver- 
wendet werden, da schon kleine Mengen AP. in diesen Plasmen, wai: 
scheinlich infolge ihres Cag(PO4)o-Gehalts, starke EiweiBflockunge: 
hervorrufen. 


Tabelle VII. Hemmung der beiden Blutgerinnungsphasen 
durch Antiprothrom bin. 





Gerinnungszeit und Pq nach Zusatz von mg Antiprothrombin 
Ange- AP. aid SAS 
wandte zugesetzt 0 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,5 
Plasmon || sa Phase jo ae ES = 
Pu GZ. Pa) GZ.) PH| GZ.) Po GZ. PH GZ. PH GZ. 








MgSO,) I |7,0/16") 7,2) 15") 72/12”) 7,320) 7,4/40"! 2,4 1’ 
IE 7,015") 7,214") 7,2/15") 7,316") 7,4|14"") 7,4 | 16” 
Oxalat I 7,0 15" 7,2 |27" 2,2/36"|| 2,3 40" 2,4 | 43"! 2,5 | 47” 
IE 17,0115” 14”) 27,2116" 7,316") 7,4/15"!) 7,6 1/14” 





Gerinnungszeit und py nach Zusatz von mg Antiprothrombin 
Ange- AP. EES De oo, 
wandte  zugesetzt 0,6 0,7 0,8 1,0 1,5 2 
Plasmen zu Phase) __ cea ANS Be ANGE AERC | OEE 
PH GZ. PH| GZ. PR) GZ. PH GZ. PH GZ. PH GZ. 
- 
/1'3" 7,5 
| Rr A) 
. 4 
be 








25" 7,66" | 7,8.7" | 7,8.20' 8,2) o 
18” 7,6) 50” 7,8 1°16" 2,8 2" 8,2) 4’ 
‘1’ | 78/105") 7,8 |1'10" 8,3 4’ 8,4/19" 
| 167.8} 18” 7,8) 17” 8,324” 8,4) 2’ 


MgsoO, I 5 
IL 5 
7 
7 


” 


Oxalat I 


1 
5 
II 1 


5 
| 6” 

Tabelle VII zeigt, daB sowohl bei Verwendung von MgSO, wie 
bei Verwendung von Oxalatplasma als Gerinnungssubstrat nur die erste 
Gerinnungsphase durch AP. gehemmt wird. Man hat bei der Beurteilung 
des Zahlenmaterials die Punkte zu_beriicksichtigen, die wir weiter 
oben ausgefiihrt haben. 


Tabelle VIII. EinfluB von vermehrter Thrombokinase auf die 
Hemmungswirkung des Antiprothrom bins. 





Zusatz Gerinnungszeit bei Zusatz von ccm Thrombokinase 
von AP. i a . 
mg 0,1 | 0,25 





| 0,5 0,75 
o | Bt aa eee 
06 |- 2 Lo gor 3) ler | eee 
1,0 7 4’ 2’ 59” 51” 
Tabelle VIII zeigt, daB die AP.-Hemmung der ersten Gerinnungs- 
phase durch Zusatz iiberschiissiger Thrombokinase weitgehend kom- 
pensiert werden kann. 





Uber Hemmung der Blutgerinnung durch AP. 403 


ifische Tabelle IX. Beeinflussung der Cumarinhemmung durch Vermebrung 
. des Prothrombins. 
eG mit 





t ve Zusatz Gerinoungszeit bei Zugabe von ccm Prothrombinlésung 


wa! r. yon AP. a en wen eh i 
mg 0,025 0,05 0,1 0,25 


ungen 
0 40” 16” 12” 56 4 
0,66 2'05" 2'06" 2/07" 2'05"" 06" 2'07" 2'06" 


Tabelle IX zeigt, dal’ Vermehrung des Prothrombins bei gleich- 
bleibender Thrombokinasemenge die AP.-Hemmung des Systems nicht 
beeinfluBt. Es bleibt nur ein kleiner Teil der zugefiigten Thrombokinase- 
menge von AP. frei. Dieser freien Thrombokinase entspricht eine 
Gerinnungszeit von ca 2’, die unabhingig von jedem Prothrombin- 
iiberschu8 ist. Diese Versuche zeigen besonders deutlich, daB AP. 
nicht mit Prothrombin, sondern mit Thrombokinase reagiert. 

Wir haben abschlieBend noch festgestellt, da auch vermehrte 
Ca-Zugabe die Cumarinhemmung nicht beeinflussen kann. 


eet mer 44 HF HE 


Zusammenfassung, 


1. 33’-Methylen-di-(4-hydroxy-cumarin) hemmt die erste Phase der 
Blutgerinnung, und zwar durch Ausschaltung der Thrombokinase- 
wirkung. 

2. Die zweite Phase der. Blutgerinnung wird durch das Cumarin- 
derivat nicht gehemmt. 

3. Die Gerinnung von Frischblut wird durch das Cumarinderivat 
nur wenig beeinfluBt, wahrscheinlich, weil hier ein Uberschu8 von 
Thrombokinase vorhanden ist. 

4. Die Hemmungswirkung des Cumarinderivats in der ersten 
Gerinnungsphase ist etwa 100mal schwiicher als die Hemmungswirkung 
des Neodymions und etwa 100mal schwiicher als die Hemmungs- 
wirkung des Heparins in der zweiten Blutgerinnungsphase. 
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Der Forschungsfiihrung der Luftwaffe danken wir fiir die zur Verfiigung 
gestellten Mittel. 
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Beitrag zur Bestimmung von Vitamin B,. 
Von 
Gimther Hillmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit 
Berlin.) 


(Eingegangen am 1. Oktober 1943.) 


Die quantitative Bestimmung von Vitamin B, (Lactoflavin) in bio- 
logischem Material erfolgt nach allen zur Verfiigung stehenden chemi- 
schen Methoden entweder durch Kolorimetrie des Flavins oder seiner 
Umwandlungsprodukte, oder aber durch Messung der Fluoreszenzinten- 
sititen im filtrierten Ultraviolett. Die letztere Methode kann allerdings 
nur dann zur Anwendung kommen, wenn die MeBlésungen rein griin 
fluoreszieren. In vielen Fiillen erweist sich dabei eine vorherige Reini- 
gung durch Adsorption mit folgender Elution und anschlieBender 
Permanganatoxydation, die das Lactoflavin unangegriffen liBt, als 
notwendig, um die im Extrakt vorhandenen Begleitfarbstoffe zu be- 
seitigen. Sind wenig stérende Farbstoffmengen im Eluat vorhanden, 
so kann das Flavin auch durch Uberfithrung in den Leukofarbstoff 
nach Lunde (1) durch Messung der Absorption vor und nach der Reduk- 
tion bestimmt werden. [Die Lumiflavinmethode (2) ist nicht quanti- 
tativ (3).] Fiir die Adsorption werden entweder Bleicherden (4) oder 
Bleisulfid (5) verwandt. Fiir die Elution kommen Wasser-Pyridin- 
Eisessig oder Methanol-Pyridin-Wassergemische zur Anwendung. 


Besondere Schwierigkeiten bei der Vitamin B,-Bestimmung treten 
auf, wenn das zu untersuchende Material stark verunreinigt ist, wie es 
z. B. bei Harn der Fall ist. Hier reicht eine Reinigung durch einmalige 
Adsorption an Bleicherde nicht aus und es erweist sich eine zweifache 
Adsorption als notwendig, wie sie Koschara (6) bei der Lyochrom- 
bestimmung im Harn durchgefihrt hat. Fiir die Lactoflavinbestimmung 
im Harn ist die von Koschara entwickelte chromatographische Methode 
fraglos die genaueste und zuverlissigste. Da aber zu ihrer Durchfiihrung 
ein dreimaliges Einengen wiisseriger Lésungen im Vakuum erforderlich 
ist, ist ihre praktische Verwendungsméglichkeit stark eingeschrinkt. 
Nach der Methode von Emmerie (7) ist bei Verwendung des Bleisulfids 
infolge seiner stirkeren und spezifischeren Adsorptionskraft als bei den 
meisten Bleicherden nur eine einmalige Adsorption erforderlich. Auch 
nimmt sie weniger Zeit in Anspruch. Jedoch weist die Bleisulfid- 
adsorption schwerwiegende Nachteile auf. 
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Zur Bestimmung von Vitamin B,. 405 


1. Es besteht die Gefahr, daB das Bleisulfid kolloidal wird und 
sich damit der Bestimmung entzieht. (Diese Gefahr besteht nicht 
nur bei der direkt im Extrakt nach Hinzufiigung von Bleiacetat und 
anschlieBendem Einleiten von H,S erfolgten Bleisulfidbildung, sondern 
auch dann, wenn das frisch bereitete und ausgewaschene Bleisulfid der 
zu untersuchenden Liésung zugesetzt wird.) 

2. Die Elution mittels wiisseriger Pyridin-Eisessiglésung macht 
grobe Schwierigkeiten, da das Bleisulfid regelmiBig verklebt und damit 
die Elution unkontrollierbar macht. 

Zur Vermeidung dieses Hauptnachteils der Emmerieschen Methode 
hat in jiingster Zeit Schuringa (8) eine Modifikation ausgearbeitet, 
nach der die Elution des an PbS adsorbierten Lactoflavins mittels 
gesittigter NaCl-Lésung erfolgt, wihrend die kolorimetrische Be- 
stimmung durch Messen der Farbtiefe eines Phenolextraktes geschieht. 
Nach Schuringa ist die Elution mittels gesiittigter NaCl-Lésung ohne 
die oben erwihnten Nachteile* wihrend die Messung eines Phenol- 
extraktes gegeniiber der einer Pyridin-EKisessig-Wasserlésung den 
Vorteil haben soll, daB die Fluoreszenz der Flavinlésung bei der kolori- 
metrischen Bestimmung nicht in Erscheinung tritt, da Flavinlésungen 
in Phenol nicht fluoreszieren (9). 

Die Modifikation der Bleisulfidmethode nach Schuringa stellt aber 
nach unserer Auffassung keine wesentliche Verbesserung dar, da sie 
iiber neun Arbeitsgiinge erfolgt und zudem die Messung von Phenol- 
extrakten Schwierigkeiten macht, da diese sich stets braun firben und 
diese braune Farbe, die keineswegs stets dieselbe Intensitat aufweist, 
die Kolorimetrie bei Filter 845 und S 47 im Stupho stért. Der Auf- 
fassung Schuringas, daB die Fluoreszenz von Flavinlésungen bei der 
kolorimetrischen Bestimmung eine Rolle spielt, kénnen wir nicht 
beipflichten, da das Fluoreszenzspektrum des Lactoflavins von 500 bis 
630 my reicht mit einem Maximum bei 565 muy (10), und somit die 
Messung bei Filter S 45 und S 47 kaum beeinfluBt werden diirfte. Wir 
konnten nach Vorschalten eines farblosen Sperrfilters, das das flu- 
oreszenzerregende Ultraviolett ausschaltet [2°,ige NaNO.-Lésung in 
lem Schichtdicke (11)] vor die mit wésseriger Flavinlésung gefiillte 
MeBkiivette keine Verinderung der Extinktion gegeniiber der gewohn- 
lichen Messung feststellen. 


Zur Lésung von klinisch-diagnostischen Fragestellungen, tiber die 
wir an anderer Stelle berichten werden, hatten wir Reihenbestimmungen 
von Lactoflavin im Harn durchzufiihren und muBten dabei feststellen, 
daB alle drei in Frage kommenden Methoden aus oben erwihnten 
Griinden ungeeignet waren. Die Bestimmungen nach Koschara und 
Schuringa waren zu langwierig, die Methode nach Emmerie zu ungenau. 
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406 G. Hillmann: 


Wir haben nun versucht, durch Modifikation der Bleisulfidadso: :. 
tion und Elution auf chromatographischem Wege eine brauchbare wid 
fiir Reihenuntersuchungen geeignete Methode zur Bestimmung \on 
Vitamin B, im Harn auszuarbeiten. 

Hiernach wird der zu untersuchende neutrale Harn mit Ammon- 
sulfat gesittigt. Nach Abfiltrieren oder Abnutschen der ausgefallenen 
Eiweifstoffe usw. wird das frisch bereitete Bleisulfid zum Filtrat hinzu- 
gegeben. Nach kurzem Schiitteln wird das Adsorbat abzentrifugier 
bzw. abgenutscht, mit Wasser und verdiinntem Athylalkohol ve- 
waschen, im Vakuumexsikkator getrocknet und mit Kieselsiiure 71- 
sammen im Achatmérser zu einem feinen Pulver verrieben. Dies 
wird im gewéhnliche chromatographische Adsorptionsrohre eingefiillt. 
Als Abschlu8 dient eine dinne Schicht Kieselgur. Zur Elution wird 
ein Wasser-Pyridin-Eisessiggemisch verwandt. AnschlieBend erfolgt in 
der tiblichen Weise die Oxydation mit KMnO, und _ nachfolgende 
Messung im Stupho bei Filter 847. 

Diese Modifikation kann in derselben Weise auch fiir die Unter- 
suchung stark gefiirbter Extrakte angewandt werden, bei denen eine 
Adsorption an Bleicherde nicht den gewiinschten Reinigungserfolg 
zur Folge hat. 

Durch das Siittigen des Harns oder Extrakts mit Ammonsulfat 
wird die Gefahr des Kolloidalwerdens des Bleisulfids vermieden und 
das Abzentrifugieren bzw. Abnutschen des Adsorbats macht keine 
Schwierigkeiten. 

Durch das Verreiben des getrockneten Adsorbats mit einer be- 
stimmten Menge Kieselsiure zu einem feinen Pulver, das zur Herstellung 
einer festen chromatographischen Siule dient, wird das unkontrollier- 
bare Zusammenkleben des Bleisulfids vermieden. Die Kieselsiiure 
dient nur als Fiillmittel, infolge ihrer sehr geringen Adsorptionskratt 
gegeniiber dem Lactoflavin wird die Elution durch den Zusatz von 
Kieselsiiure nicht beeinfluBt. 

Durch die Elution des Lactoflavins auf chromatographischem Wege 
wird eine vollstandige GleichmdBigkeit bei Parallelbestimmungen erzeugt. 
Gleichzeitig sind nur geringe Mengen des Elutionsmittels notwendig. 
und damit entfillt die Notwendigkeit des Einengens im Vakuum bei 
schwachgefiirbtem Eluat. 

Wie die nachfolgende Tabelle zeigt, wird bei der beschriebenen 
Modifikation ein aliquoter Teil des adsorbierten Lactoflavins nicht 
mit eluiert. Die sehr gut tibereinstimmenden Werte zeigen eine aui- 
fallende Konstanz in den Prozentzahlen des eluierbaren Lactoflavins. 
RegelmaiBig werden 32°, des adsorbierten Lactoflavins nicht mit- 
eluiert. Sehr wahrscheinlich sind hierfiir irgendwelche wihrend des 
Trocknungsvorgangs im Adsorbat eingetretene Veriinderungen chemi- 
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Zur Bestimmung von Vitamin By. 407 
scher oder physikalischer Art verantwortlich zu machen. Durch Ein- 
setzen eines entsprechenden Faktors bei der Berechnung liBt sich der 


konstante, nicht eluierbare Teil des Lactoflavins rechnerisch erfassen. 


Tabelle I. 





Vorgelegt an reinem Lactoflavin - 500 y 1000 y 


Wiedergefunden nach angegebener Methode mit ‘ j 340 y 683 y 
vollstandiger Adsorption, Elution und Oxy- | 2. y 342y 680 y 
dation | 3. j 341 y 685 y 


24-Stunden-Harn + 500 y + 1000 y Zusatz von B, 


“1. 856 y 1199 y (+ 343 y) 1540 y (+ 684 y 
2. 858 7 1197 y (+ 339 y) 1537 y (+ 679 y) 


Die in der Literatur von den verschiedenen Autoren angegebenen 
Werte fiir die Extinktion des Lactoflavins weisen teilweise betriichtliche 
Unterschiede auf. Nach den Messungen von Kuhn kommt dem Lacto- 
flavin in 0,005°%iger wiisseriger Lésung der Extinktionskoeffizient 
k = 1,40 zu (Filter S 47), wihrend Rudi und Emmerie bei der Messung 
wisseriger DPyridin-Eisessiglésungen bei demselben Spektralbereich 
eine Extinktion von 


100 y/eem ' 


E ( ) = 3,25 


\ lom 


finden. Neuweiler (12) findet unter den gleichen Bedingungen eine 
Extinktion von 

E (= yi) = 2,80, 

ein Wert, der nach Umrechnung den von Kuhn gefundenen Extinktions- 
koeffizienten k = 1,40 fiir 0,005°,ige Lésungen liefert. Wir selbst 
haben bei Messungen von reinem Lactoflavin (Beflavin-Hoffmann- 
La Roche) in Pyridin-Eisessig-Wasser denselben Wert wie Neuweiler 
gefunden. Die Verwendung von wiisserigem Pyridin-Eisessig an Stelle 
von rein wiisserigen MeBlésungen scheint demnach bei der kolori- 
metrischen Bestimmung des Lactoflavins keine Rolle zu spielen. Die 
Emmerieschen Werte sind nach unserer Auffassung zu hoch. 


Methodik, 


200 cem neutraler Harn werden mit Ammoniumsulfat gesattigt. Darauf 
wird iiber Kieselgur abgenutscht und eine frisch bereitete und mehrfach ge- 
waschene Aufschwemmung von Bleisulfid hinzugegeben. (Hergestellt durch 
Kinleiten von H,S in 40 ccm einer 5%igen Bleiacetatlésung in 0,25 iger 
Essigsiure). Sodann wird eine Viertelstunde lang geschiittelt, darauf das Blei- 
sulfid abzentrifugiert bzw. iiber ein dichtes Filter abgenutscht und mit etwa 
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408 G. Hillmatin: Zur Bestimmung von Vitamin B,. 


200 cem Aqua dest. anschlieBend mit etwa 100 ccm 70- bis 80% igem Athy). 
alkohol gewaschen. (Das Waschen mit Athylalkohol erleichtert das nach. 
folgende Trocknen des Bleisulfids, wir haben uns davon iiberzeugt, daB dahe; 
kein Lactoflavin eluiert wird.) Das Adsorbat wird im Vakuumexsikkator jibe; 
P.O, etwa 10 bis 12 Stunden getrocknet und mit 0,5 g Kieselsaiure (Acidum 
silicicum via hum. parat. sicc., Firma EH. Merck, Darmstadt. Alle anderey 
Praparate haben sich als ungeeignet erwiesen) im Achatmorser fein zerrieben, 
Das grauschwarze Pulver wird in gewohnliche chromatographische Adsorptions. 
rohre eingefiillt und daraus in der iiblichen Weise eine feste Saiule bereitet. Den 
AbschluB bildet eine diinne Schicht Kieselgur. Zur Elution werden 30 ccm einer 
Wasser-Pyridin-Eisessigmischung (8:2:0,2) verwandt. Das gesamte Eluat 
(meist etwa 26 ccm) wird gemessen, mit 1 ccm Eisessig angeséuert und zur 
Oxydation mit lccem einer 4%igen KMnO,-Lésung versetzt. Nach 2 bis 
3 Minuten werden 1 ccm einer 3°% igen Lésung von H,O, zur Entfarbung des 
iiberschiissigen Permanganats hinzugegeben. Die Messung erfolgt im Stufen- 
photometer bei Filter S 47 in der 2- oder 3-cm-Kiivette. 

Berechnung (bei 8 47 in der 3-cm-Kiivette) unter Zugrundelegung der 


100 »/ 
Extinktion EF (Fe —) is 8,4. 
38cm 


Beispiel: Untersuchte Harnmenge = 200 ccm 
Gesamtharnmenge = 1250 i 
Eluat nach Oxydation a 
Gemessene Extinktion EZ = 0,21 


100 - 0,21 -30-1250-F (= 1,46) 
8,4 - 200 
. Durch die Einsetzung des Faktors F = 1,46 in die angegebene Gleichung 


wird der konstante Prozentsatz von 32% des nicht eluierbaren Lactoflavins 
rechnerisch erfaBt. 


= 685». 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Modifikation der Lactoflavinbestimmung mittels 
Bieisulfidadsorption angegeben, nach der auf chromatographischem 
Wege unter den beschriebenen Kautelen eine einfache und zuverlissige 
Bestimmung von Vitamin B, in stark verunreinigtem biologischem 
Material méglich ist. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir ihre Unterstiitzung. 
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Uber das Verhalten der Serumlipase 
bei Fettbelastungs- und Ernihrungsversuchen 

mit einem synthetischen und mit einigen 

natiirlichen Speisefetten. 
Von 
Gerhard Kabelitz. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Halle a. d. 8. und aus der Abteilung 

fir Ernahrungsphysiologie des Reichsgesundheitsamtes Berlin.) 

(Eingegangen am 2. Oktober 1943.) 


Beziehungen zwischen Serumlipase und Fettstoffwechsel sind 
wiederholt beobachtet und diskutiert worden (Abderhalden und Rona, 
Benedict, Caro, Fiessinger und Mitarbeiter, Rossi, Tokunoyama, Zak). 
Von anderen Untersuchern wird dagegen ein EinfluB der Nahrung, 
speziell des Nahrungsfettes, auf den Lipasegehalt des Blutes abgelehnt 
(Bach, Fanconi, Oppenheimer, Pribram, Rix und Miiller, Werner). 
Demnach sind die gefundenen Untersuchungsergebnisse wenig ein- 
heitlich. 

Der Widerspruch in den Untersuchungsbefunden beruht vielfach 
in der Anwendung verschiedener zum Teil unzureichender und wenig 
verliBlicher Methoden der Lipasebestimmung. Auferdem bestehen 
oftmals grundlegende Unterschiede in der Versuchsanordnung beziiglich 
der Fettmenge und -art, der Darreichungsform als einmalige oder 
wiederholte Fettgabe. 

Fiessinger und Mitarbeiter, wie vor allem Benedict, haben jedoch 
in neueren Arbeiten eindeutig zeigen kénnen, dai enge Beziehungen 
zwischen dem fettspaitenden Ferment des Blutserums und dem Fett- 
stoffwechsel bestehen. Benedict konnte in Anwendung der Methode 
von Rona-Lasnitzki an der Warburg-Apparatur einen Anstieg des 
Serumlipasetiters nach einmaliger peroraler Fettbelastung beobachten. 
Dieser Anstieg betraf den chininresistenten Anteil der Serumlipase. 
Somit diirfte es sich um Lipase der Leberzellen handeln (Rona). Auf 
Grund dieser neueren Untersuchungen gewinnen auch wieder iltere 
Arbeiten an Bedeutung, soweit sie mit einer einwandfrei arbeitenden 
Methodik durchgefiihrt wurden. 

Nach Fiessinger kommt es im Hungerzustand zu einem Absinken 
der Serumlipase. Mit dem Eintreten der Hungerlipiimie steigt jedoch 
der Lipasewert wieder an (Abderhalden und Lampé). Caro beobachtete 
bei der Untersuchung von 300 Personen Beziehungen zwischen dem 
Lipasewert im Blutserum und dem kérperlichen Ernahrungszustand. _ 
Der Lipasetiter lag héher bei gut genihrten Menschen als bei solchen 
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in schlechter kérperlicher Verfassung. Auch Bewmer berichtet  ji\er 
iihnliche Befunde bei Siuglingen. Eine Anreicherung der Nahrung jit 
Butter fiihrt beim Siiugling zu einem Anstieg des Serumlipasewertes 
(Tanca). 

Auch die Zusammensetzung des Nahrungsfettes beeinflu8t mas. 
géblich den Lipasewert. Abderhalden und Rona beobachteten + xc} 
Fiitterung groBer Mengen kérperfremder Fette bei Hunden eine er). 
liche Zunahme der fettspaltenden Wirkung des Serums. Jokwnoyaia 
fand unterschiedliche Werte im Lipaseanstieg bei Kaninchen nach 
intraperitonealer Injektion verschiedener Fettarten. Der Titer lag am 
héchsten nach Injektion von Lebertran oder Chaulmoogradl, also bei 
Fetten, die dem kérpereigenen Fett in ihrem Aufbau am wenigsten 
entsprachen. Nach diesen Untersuchungen ist der Lipaseanstieg «es 
Serums um so stirker, je kérperfremder das Fett ist. 

Bekanntlich kénnen Fette ohne wesentliche Entkleidung ilire: 
Eigenart im Magendarmkanal resorbiert und zum Teil in die Fettdepots 
abgelagert werden. Z. B. liBt sich Riib6l im Depotfett des Hundes 
nachweisen (Munk). Erst nach Ablauf einer lingeren Zeitspanne wird 
es in kérpereigenes Fett umgewandelt bzw. im intermediiiren Stoff- 
wechsel abgebaut. Je kérperfremder und schweret im intermediiiren 
Stoffwechsel das resorbierte Fett angreifbar ist, um so héher ist der 
Anstieg der Serumlipase (Abderhalden). 

Die Héhe der Serumlipase ist somit ein Test fiir den Ablauf ce: 
intermediiiren Fettstoffwechselvorginge. Die inneren Zusammenhiinge 
sind bisher jedoch noch nicht in ausreichender Weise gekliirt und 
gesichert. 

Die bestehenden Beziehungen des fettspaltenden Ferments im 
Blutserum zum Fettstoffwechsel veranlaBten uns, vergleichende Unter- 
suchungen iiber die Wirkung eines synthetischen Fettes und einiger 
natiirlicher Nahrungsfette auf die Serumlipase vorzunehmen. Diese 
Untersuchungen waren deshalb noch von besonderem Interesse, weil 
das synthetische Fett Glyceride ungradzihliger Fettsiiuren enthiilt. 
deren Wirkung auf den Lipasegehalt des Blutserums bisher noch nicht 
untersucht worden ist (Hock, Fléssner). 


Untersuchungen am Menschen. 


In der ersten Versuchsreihe erhielten 5 Versuchsteilnehmer morgets 
niichtern je 60g synthetisches Fett und in einem zweiten Versuch je 
60 g Sesamél. Beide Fette wurden leicht erwirmt mittels einer Duoden:!- 
sonde in den Magen gegeben. Diese Form der Darreichung wurde fas! 
ausnahmslos gut vertragen. Soweit in den folgenden Stunden dur:h 
die groBe Fettmenge eine laxierende Wirkung auftrat, wurde der Ver- 
such nicht gewertet. 
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Die Bestimmung der Serumlipase erfolgte unmittelbar vor der 
Fettgabe und 2, 4, 6 und 8 Stunden danach. Wir bedienten uns zur 
Bestimmung der Lipase der von Rona und Michaelis angegebenen 
Tropf{methode unter Wahrung der von Zorn beschriebenen Kautelen. 

Die Versuche ergaben sowohl bei Verabreichung von synthetischem 
wie natiirlichem Fett keine Veriinderung des Lipasewertes. 

Dieser Befund stimmt mit den Versuchsergebnissen von Werner 
iiberein, der bei gleicher Methodik nach einmaliger Fettbelastung mit 
100 g Olivenél keine Anderung des Lipasetiters beobachtete. Benedict 
konnte dagegen einen sicheren Anstieg der Serumlipase zwischen 
15 bis 56°, feststellen bei Anwendung einer anderen Bestimmungs- 
methodik (Rona-Lasnitzki). Eine Nachpriifung seiner Befunde war 
uns leider aus éuBeren Griinden nicht méglich. 

In einer zweiten Versuchsreihe priiften wir das Verhalten der 
Serumlipase bei mehrwéchiger (4 Wochen) Ernihrung mit dem synthe- 
tischen Fett. Bei dieser Untersuchung wurden die Versuchsteilnehmer 
in drei Gruppen zu je 5 Personen eingeteilt. Die erste Gruppe erhielt 
tiiglich 70 g synthetisches Fett als Streich- und Kochfett. Der zweiten 


Gruppe wurde dagegen das gleiche Fett nur in einer Menge von tiiglich 


40g gereicht und die dritte Gruppe erhielt tiglich 40g natiirlicher 
Speisefette (Butter, Margarine). 

Die Serumlipasebestimmung erfolgte einmal wéchentlich. 

Bei der ersten Gruppe, die groBe Fettmengen zur Ernihrung 
erhielt, kam es bei 4 von 5 Personen zu einem geringen Anstieg des 
Lipasewertes in der dritten und vierten Woche. Die Zunahme war 
jedoch nur gering und betrug maximal bis zu 20°%. Bei der zweiten 
Gruppe, die tiglich nur 40g des synthetischen Fettes erhielt, trat 
keine Steigerung der Serumlipase auf. Demnach ist die bei der ersten 
Gruppe beobachtete Steigerung der fettspaltenden Wirkung des Blut- 
serums nicht auf eine spezifische Wirkung des synthetischen Fettes 
oder der ungradzahligen Fettsiiuren zuriickzufiihren, sondern sie ist 
vermutlich nur durch die ungewohnte groBe Fettmenge bedingt. Fiir 
diese Deutung sprechen auch die Befunde von Tanca sowie Caro. die 
einen Anstieg der Serumlipase bei erhéhtem Fettverzehr feststellen 
konnten. Die dritte Versuchsgruppe mit einer tiglichen Fettgabe von 
40g natriilicher Fette ergab ebenfalls keinen Anstieg der Serumlipase. 


Tierversuche, 


Die Tierversuche wurden an 3 Hunden im Alter von */4 Jahren 
durchgefiihrt. 

Auch bei den Tierversuchen konnte nach einmaliger Belastung mit 
50 g synthetischem Fett oder Sesamél keine Anderung des Lipasewertes 
in den folgenden Stunden festgestellt werden. 
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Mehrwochige (3 bis 4 Woclien) Fiitterung zweier Hunde mit tiig!\¢) 
30 g synthetischem Fett, das den Tieren mit der Magensonde zusiitz|ich 
der iiblichen gemischten Kost gegeben wurde, fiihrte zu keinem sicheren 
Anstieg der Serumlipase, obwohl die verabfolgte Fettmenge im Vergleich 
zum Menschen (tiglich 70g) hoch bemessen war. 

In einer dritten Versuchsreihe erhielten die 3 Hunde in Anlehniny 
an die Versuche von Abderhalden und Rona nach einer sechstiigiven 
Hungerzeit fiir 7 Tage tiglich 50g synthetisches Fett mit der Soice 
verabreicht, ohne eine andere zusiitzliche Nahrung. Eine gréBere Fett. 
menge, z. B. 80 g tiglich, wurde von den Hunden nicht mehr gut ver. 
tragen und fiihrte zu Fettstiihlen und vereinzelten diarrhoischen Ent. 
leerungen. Somit lag bei 50g die maximale Resorptionsgrenze des 
Darmis, die eine individuelle GréBe entsprechend der gewohnten Futter. 
zusammensetzung darstellt. 

Nach Ablauf einer Zeit von 3 Wochen, wiihrend der ein Misch- 
futter gereicht wurde, erfolgte die Wiederholung des Versuchs mit 
tiiglich 50g Sesamél nach einer Hungerzeit von 6 Tagen. 

Wihrend beider Hungerperioden iinderte sich der Wert der Serum- 
lipase nicht wesentlich. Dagegen stieg im Laufe der Versuchszeit die 
Serumlipase an. Am achten Versuchstag war sie in beiden Versuchen 
sowohl nach Fiitterung mit dem Sesamél wie mit dem synthetischen 
Fett in gleicher Weise gesteigert. Der Anstieg betrug um 10 bis 15°, 
Tributyrinspaltung. 

Im Vergleich zu den Versuchsergebnissen von Abderhalden uni 
Rona, die Riib6l und Hammeltalg fiitterten, konnten wir in unseren 
Versuchen mit Sesam6l und einem synthetischen Fett nur eine wesent- 
lich geringere Zunahme der Serumlipase feststellen. LErstere beob- 
achteten einen Anstieg der fettspaltenden Wirkung des Serums um 
das Zwei- bis Dreifache der von uns gefundenen Werte. Somit hat 
das Sesam6l wie auch das synthetische Fett eine wesentlich geringere 
Wirkung auf die Zunahme der Serumlipase als der Hammeltalg oder 
das Riibél. Dieser verschieden hohe Anstieg der Serumlipase beruht 
vermutlich darauf, daB Unterschiede in der férmentativen Spaltbarkeit 
der Fette im intermediiren Stoffwechsel vorliegen. Somit muB auch 
das synthetische Fett in seinem fermentativen Ab- baw. Umbau den 
natiirlichen Fetten weitestgehend gleichen. 


Zusammenfassung. 


Es wird iiber das Verhalten der Serumlipase bei Untersuchunget 
am Menschen und an Hunden berichtet, die einmalig oder langfristig 
mit einem synthetischen Fett und mit anderen natiirlichen Fetter 
belastet bzw. ernihrt wurden. Soweit eine Anderung der Serumlipase- 
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wirkung beobachtet werden konnte, war sie nur gering und nur durch 
die groBe Fettmenge an sich bedingt, die den gewohnten tiiglichen 
Fettverzehr bei weitem iibertraf. Vergleichsuntersuchungen mit 
Sesam6l ergaben iibereinstimmenden Versuchsausfall, so dai das 
synthetische Fett bzw. die ungradzahligen Fettsiiuren in ihrer Wirkung 
auf die Lipase des Blutserums sich wie die natiirlichen Fette verhalten. 
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Uber Grenzdextrine und Stiirke. 
XX. Mitteilung: 
Spaltung von Arrowstirke durch die Dextrinogenamylase. 
Von 
K. Myrbiick und Barbro Martelius. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 2. Oktober 1943.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In Fortsetzung friiherer Arbeiten tiber die Spaltung der Kartoffel- 
starke (1), Gerstenstiirke (2) und Maisamylose (3) durch die Dextrinogen- 
amylase des Malzes haben wir die Spaltung der Arrowrootstiirke durch 
dasselbe Enzym untersucht. Im Vergleich mit der Kartoffelstiirke 
zeichnet sich die Arrowstirke durch einen viel niedrigeren Phosphor- 
siuregehalt aus. 


Bei den friiher untersuchten Starkesorten zeigte die Spaltungskurve (zeit- 
liche Zunahme der Reduktion) einen sehr charakteristischen Verlauf: Mit groBer 
Geschwindigkeit werden bei der Starke etwa 16%, bei der Amylose etwa 22”, 
der Glykosidbindungen gelést, die iibrigen mit einer viel geringeren Geschwindig- 
keit. Bei einer scheinbaren Maltoseausbeute von etwa 32 bzw. 44% zeigen also 
die Spaltungskurven eine scharfe Knickung. Dabei sind tatsachlich nur ganz 
wenige Prozent vergirbaren Zuckers gebildet. Unterbricht man einen Spaltungs- 
versuch beim Knickpunkt der Kurve und isoliert man die Spaltprodukte, so 
zeigt sich, daB hochmolekulare Produkte abwesend sind. Der im Anfang der 
teaktion erfolgende schnelle Anstieg der Reduktionskraft beruht also auf einer 
Dextrinierung der Substrate. Diese Dextrinierung fiihrt im Falle der Amylose 
zu Produkten, unter welchen solche mit den Polymerisationsgraden 6 bis 7 stark 
iiberwiegen, im Falle der Kartoffelstirke zu einem Gemisch von a-Dextrinen, 
in welchem wieder Saccharide mit 6 bis 7 Glucoseeinheiten hervortreten. Als 
zweite Phase der Stirkespaltung tritt die Verzuckerung ein. Dabei entstcht 
als Hauptprodukt Maltose, daneben Grenzdextrine und kleine Mengen von 
Glucose. Aus Versuchen dieser Art kann geschlossen werden, daB bei der Dextri- 
nierung dei Starke primar etwa 16% der Glykosidbindungen schnell gelost 
werden. Bei normal (nach dem Maltoseschema gebauten) Molekiilen scheint 
dabei etwa jede sechste Bindung gelést zu werden, so da8 hauptsachlich Hexa- 
saccharide entstehen, die ebenfalls normal gebaut sind. In anomal gebauten 
Ketten, die z. B. Seitenketten tragen, werden ebenfalls bestimmte Bindungen 
primar gelést, wobei aber anomal gebaute «-Dextrine entstehen, die noch die 
Anomalien der Starkemolekiile, z. B. Verzweigungen, enthalten. Bei der daraut- 
folgenden Verzuckerung werden die normalen «-Dextrine vollstandig verzuckert. 
die anomalen unvollstandig unter Grenzdextrinbildung. Die Bindungen der 
Starkemolekiile, die bei der Dextrinierung mit groBer Geschwindigkeit gelist 
werden, sind, wie die Verteilung der entstehenden Spaltprodukte auf verschiedene 
Kettenlangen uns zu zeigen scheint, nicht willkiirlich verteilt. Es scheint uns 
daraus hervorzugehen, daB die Annahme von K. H. Meyer u. a., da8 das Enzyn 
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Bindungen im Inneren der Ketten wahllos angreift, nicht zutreffen kann. Rei 
éiner derartigen Spaltung miiBten Spaltstiicke aller méglichen Kettenlangen 
entstehen. Vielmehr scheint aus unseren Versuchen hervorzugehen, daB in den 
Starkemolekiilen. die leicht spaltbaren Bindungen einen ziemlich bestimmten 
Abstand voneinander haben. Dadurch ist nicht gesagt, daB diese Bindungen 
an sich von den anderen verschieden sein miissen; die Ursache zur bevorzugten 
Bildung der Hexasaccharide kann beim Enzym liegen. Es fallt auf, daB auch 
cin anderes stirkespaltendes Enzym, die Maceransamylase, zu Produkten (Schar- 
dinger-Dextrinen) fiihrt, unter welchen nach den Untersuchungen Freudenbergs 
die Fiinf- und Sechserstiicke stark hervortreten. Zum Unterschied von der 
Dextrinogenamvlase gibt aber die Maceransamylase nichtreduzierende Dextrine, 
die wahrscheinlich dadurch zustande kommen miissen, daB sich die in statu 
nascendi freien Enden der Spaltstiicke zu Maltosebindungen zusammenscblieBen. 


Die Versuche mit Dextrinogenamylase und Arrowstiirke zeigen, 
da die Spaltkurve genau denselben Verlauf hat wie bei den anderen 
untersuchten Stiirkesorten (4). Neue Versuche mit verschiedenen 
Enzymlésungen und mit verschiedenen Stirkekonzentrationen wurden 
ausgefiihrt. In simtlichen Fillen zeigt sich (vgl. Abbildungen der 
zitierten Arbeit), daB die Kurven bei einem Spaltungsgrad von rund 


16°. stark abbiegen. In besonderen Proben wurden Glucose und 


) 
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Maltose durch Vergirung beseitigt und das mittlere Molekulargewicht 
der «-Dextrine durch Reduktionsbestimmung vor und nach der voll- 
stiindigen Hydrolyse in Salzsiiure bestimmt. Genau wie bei den anderen 


untersuchten Stirkesorten fallt das mittlere Molekulargewicht der 
Spaltprodukte sehr schnell auf etwa 1200, um dann lange Zeit fast 
konstant zu bleiben. Das Molekulargewicht nimmt dann nur in dem 
MaBe ab, wie durch die verzuckernde Wirkung des Enzyms aus den 
z-Dextrinen vergirbare Zucker freigesetzt werden. 

Fiir die niihere Untersuchung der «-Dextrine, insbesondere ihrer 
Verteilung auf verschiedene Kettenliingen, wurden 700g trockene 
Arrowstiirke nach Verkleisterung mit 10 Liter Wasser mit Dextrinogen- 
amylase behandelt, bis die Firbbarkeit mit Jod fast verschwunden war. 
Dann wurde aufgekocht und wieder abgekiihlt. Die Reduktion der 
Versuchsmischung entsprach einer Spaltung von 13,2°, der Bindungen 
der Stiirke. Die vergirbaren Zucker wurden durch Behandlung mit 
200 g PreBhefe bei 30° entfernt. Die Hefe wurde durch Filtrieren durch 
Kieselgur abgetrennt, gut ausgewaschen und die Filtrate eingeengt. 
Hydrolyseversuche mit Siure zeigten, da die Lésung 671 g Substanz 
(als Glucose berechnet) enthielt. 96°, vom Trockengewicht der Starke, 
d.h. 86,5°, von der aiquivalenten Glucosemenge, sind also noch in der 
Lisung vorhanden. Von den fehlenden 13,5°, war nur ein Teil ver- 
girbarer Zucker, ein Teil war bei der Verkleisterung ungelést geblieben 
und wurde mit der Hefe entfernt. Die Reduktion der «-Dextrinlésung 
entsprach einem scheinbaren Glucosegehalt von 60,4 g. Das mittlere 
Molekulargewicht der «-Dextrine ist also 1820 und die mittlere Ketten- 
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linge 11,1. Durch fraktionierte Fillung mit Alkohol wurden sec). 
Fraktionen erhalten; die Mutterlauge wurde dann stark eingeengt wid 
nochmals fraktioniert gefillt. Dabei erhielten wir wieder fiinf Fra\- 
tionen. SchlieBlich wurde die Mutterlauge zum Sirup eingeengt wii 
dureh Reiben mit absolutem Alkohol die letzte Fraktion gewonne: 
Die ersten elf Fraktionen waren vdllig frei von vergiirbaren Stoffen: 
die Endfraktion enthielt etwa 3°, Glucose. Die in der Tabelle I an- 
gegebene Reduktionskraft dieser Fraktion XII ist wegen des Glucose. 
gehalts korrigiert. Die erste Fraktion, die weniger als 1°, der Stiirke 
entsprach und die durch Stoffe aus der Enzymlésung usw. verunreinigt 
war, wurde nicht niiher untersucht. Zusammenstellung der Eigen- 
schaften der Fraktionen in der Tabelle I. 





Tabelle I. 
Fraktion Ausbeute [a] Reduktion Molekular 
in % der Stiirke | D % Glucose gewicht 


3400 
3150 
3000 
2500 
1750 
1300 
1300 
1250 
1200 
1200 
(1100) 


26,9 184° 
14,5 184° 
12,5 184° 
3,4 185° 
12,3 185° 
10,3 181° 
4,9 | 1970 
2,6 180° 
2.2 178° 
0,7 179° 


3,7 180° 
94,0 
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In einem zweiten iihnlichen Versuch mit 200g trockener Arrow- 
stiirke wurde die Spaltung bis zum Spaltungsgrad 16,4°, getrieben. 
Dies entspricht also recht genau dem Knickpunkt der Spaltungskurve. 


Tabelle II. 





Reduktion Molekular- 


Fraktion Ausbeute | 
[x]p % Glucose gewicht 


Nr. in % der Stirke 
AD XIII f - 
XIV 188° ) 2450 
XV F 189° Df 2400 
189° ¥ 2200 
189° ‘ 2100 
189° 1900 
184° 1450 
178° 1150 
177° 1100 
174° 20,$ (800) 
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Nach Vergiirung von Maltose und Glucose wurde wie oben fraktioniert. 
Die erste Fraktion AD XIII (< 1g) wurde wieder verworfen. Zu- 
sammenstellung in der Tabelle L1. 

Die Verteilung der «-Dextrine auf verschiedene Molekulargewichte 
geht am besten aus der Abb. | hervor. Jede Stufe der zwei ausgezogenen 
Kurven zeigt prozentuale Ausbeute und Molekulargewicht einer Dextrin- 
fraktion an. In beiden Fallen scheinen hochmolekulare Spaltprodukte 
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Abb. 1. 


abwesend zu sein; dies geht besonders aus dem zweiten Versuch hervor, 
in dem die «-Dextrine mit den héchsten Molekulargewichten in viele 
Fraktionen zerlegt wurden. Spaltprodukte mit Kettenlingen > 15 
sind gar nicht vorhanden. Berechnet man mit der KuAnschen Formel (5) 
fiir « = 0,164 die Ausbeute an Spaltprodukten mit n > 15, so findet 
man 26,3° >! Selbstverstindlich sind die von uns isolierten Fraktionen 
nicht ganz einheitlich. Auch sind die Reduktionsbestimmungen, be- 
sonders bei den héheren Molekulargewichten, mit gewissen Fehlern 
behaftet. Aber auch wenn wir von den Fraktionierungsversuchen 
absehen, zeigt ja die Spaltungskurve der Arrowstiirke, wie die anderer 
Stirkesorten, einen sehr ausgeprigten Knickpunkt bei einer mittleren 
Kettenliinge der Spaltprodukte von rund 7. Auf alle Fiille ist klar, daB 
das Enzym Ketten, die kiirzer als 6 Glucoseeinheiten sind, sehr viel 
langsamer angreift als lingere: Die Dextrinierung lai&t sich also auch 
bei dieser Stiirkesorte sehr scharf von der Verzuckerung unterscheiden. 
Ob aber die vorzugsweise Spaltung von rund 16°, der Bindungen der 
Stirke auf speziellen Eigenschaften dieser Bindungen oder auf Eigen- 
schaften des Enzyms beruht, mu8 noch dahingestellt werden. Wir 
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weisen nochmals darauf hin, daB auch bei der Stirkespaltung durch 
die Maceransamylase Spaltstiicke mit 5 bis 7 Glucoseeinheiten in sey; 
groBben Mengen gebildet werden. 

Uber den Bau der in die einzelnen Fraktionen eingehenden &-Dey. 
trine kénnen, wie eingangs erwihnt, Verzuckerungsversuche einen 
gewissen AufschluB geben, Es kann angenommen werden, dab die 
Saccharogenamylase nur normal gebaute Ketten verzuckert; vor einem 
Verzweigungspunkt oder anderer Anomalie hért die Wirkung auf. Das 
Enzym bildet Maltose, aber keine Glucose, wie auch in diesem Fille 
durch Girversuche kontrolliert wurde. Ob es auBer Maltose auch 
(z. B. aus normalen Ketten mit ungerader Zahl von Glucoseresten 
Maltotriose bildet, liBt sich nicht ohne weiteres sagen, da dieser Zucke; 
meistens fast so schnell vergoren wird wie die Maltose (6). 

1g «-Dextrin in 100 cem Gesamtvolumen bei py = 5,3 und 30°. Gereinigte 
Saccharogenamylase und Toluol. Die Verzuckerung wurde durch Reduktions. 
bestimmung nach Willstdtter-Schudel verfolgt. Teils wurde ohne Abzug de1 
Kigenreduktion des Substrats die Spaltung als ,,% Maltose“ berechnet (erste 
Kolonne der Tabellen III bis V1), teils nach Abzug der Figenreduktion die 
prozentuale Zahl geléster Bindungen (zweite Kolonne). Zum SchluB wurde 
durch Girversuche die wirkliche Zuckermenge ermittelt (Tabelle ITI). 
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Die Spaltbarkeit der «-Dextrine hingt, wie in dem friiher unter- 
suchten Falle der Dextrine aus Kartoffelstirke, in charakteristischer 
Weise mit dem Molekulargewicht der Substrate zusammen. Die «-Dex- 
trine mit Molekulargewichten < 1300, d.h. Ketten von weniger als 
8 Glucoseresten, werden sehr weitgehend, oft fast vollstindig verzuckert, 
die «-Dextrine mit gréBeren Kettenliingen werden nur sehr unvoll- 
stiindig zerlegt. Dies sind die anomalen «-Dextrine, die bei der Spaltung 
nebst Maltose die wirklichen Grenzdextrine liefern. Die weitgehend 
spaltbaren «-Dextrine sind dagegen fast normal gebaut. Selbstverstind- 
lich gelingt es nicht ohne weiteres durch einmalige Fraktionierung mit 
Alkohol die beiden Typen von «-Dextrinen vollstaindig zu trennen; 
auch die Fraktionen mit Molekulargewichten < 1300 werden deshal! 
nicht ganz vollstindig gespalten. Immerhin sind die Versuche mit 
unserer friiher ausgesprochenen Auffassung véllig im Einklang, daf die 
Dextrinogenamylase ‘bei der Dextrinierung die normal gebauten Teile 
der Amylose bzw. des Amylopektins in normale «-Dextrine mit 6 bis 
7 Glucoseresten, die anomalen (verzweigten) Teile dagegen in anomale 
«-Dextrine mit héherem Molekulargewicht verwandelt. 

Die Untersuchung der «-Dextrinfraktionen XIV bis XXII gab, 
wie aus der Tabkelle 1V hervorgeht, dasselbe Resultat. 

Die Beurteilung der Versuchsresultate wird dadurch erschwert, 
daB man nicht wei’, ob das Enzym die Ketten nur von der nicht- 
reduzierenden Endgruppe aus angreift oder méglicherweise auBerdem 
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Uber Grenzdextrine und Starke. XX. 42] 


von der reduzierenden Gruppe aus. Fiir die Spaltung einer normalen 
Kette ist die Aldehydgruppe zwar nicht notwendig, denn Dextrin- 
siuren mit einer Carboxylgruppe statt Aldehydgruppe werden normal 
verzuckert (7): es ware aber trotzdem mdéglich, daB eine Spaltung auch 
von der reduzierenden Endgruppe aus erfolgen kann. Wenn wir das 
Enzym beispielsweise auf ein Dextrin einwirken lassen, das neun Glu- 
cosereste mit sieben Maltosebindungen und einer [somaltosebindung in 
der Mitte der Kette enthalt (Abb. 2A), so wiirde, wenn das Enzym nur 


-_—_—— 7 A 
ooo 1 8 
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Abb. 2. 


von einem Ende aus angreift, wahrscheinlich das Produkt B, wenn es 
von beiden Kettenenden aus Maltose abspaltet, das Produkt C oder D 
entstehen. Durch Reduktionsbestimmungen kann zwar das mittlere 
Molekulargewicht der Spaltprodukte bestimmt werden; die Uneinheit- 
lichkeit der Substrate macht jedoch die Beurteilung unsicher. 





Die Verzuckerung der «-Dextrine 00 —==——* — 
durch langdauernde Einwirkung der % |e 7 
Dextrinogenamylase wurde nach Art 
der Versuche mit Saccharogenamylase 
gepriift (Tabelle V und VI). In simt- 
lichen Versuchen ist die Spaltung 
der «-Dextrine langsam aber weit- 
gehend: Rechnet man die Reduk- 
tion in Maltose um, so erreicht man 7 a rt 
oft eine scheinbar 100° ige Ver- Tage 
zuckerung. In der Tat entstehen Abb. 3. Spaltungsgrad als % Maltose 
aber, wie die Giirversuche zeigen, anit 

nicht unbetriichtliche Mengen von Glucose (etwa 10°); die Verzucke- 
rung ist also in diesen Fallen gar nicht vollstiindig, sondern Grenz- 
dextrine werden gebildet, die der Wirkung des Enzyms lange wider- 
stehen. 

Untersucht man den zeitlichen Verlauf der Spaltung niher, so 
zeigt sich folgendes: Einige «-Dextrinfraktionen, und zwar die Frak- 
tionen VII bis XII und XX bis XXII, geben Spaltungskurven vom 
Typus der Kurve I der Abb. 3. Die Spaltung geht also mit relativ 
groBer und gleichmiBiger Geschwindigkeit bis fast zur Vollstandigkeit. 
Bei den anderen «-Dextrinfraktionen werden Kurven vom Typus der 
Kurve II erhalten: Mit groBer Geschwindigkeit werden nur 25 bis 30° , 
der Bindungen geliést; die anderen werden mit einer Geschwindigkeit 
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betrigt. Es fallt auf, daB die Fraktionen, die durchweg mit der gro\ie, 
Geschwindigkeit gespalten werden, eben diejenigen sind, die ein Mole. 
kulargewicht von 1000 bis 1200 haben und die von der /-Amylase {as 
vollstiindig verzuckert werden. Dies sind die normalen «-Dextriie 
Wegen Unvollkommenheit der Fraktionierung enthalten diese Fra\- 
tionen kleine Mengen anomaler g-Dextrine, weshalb sie von der /-Ani 
lase nicht ganz volistiindig verzuckert werden. 

Die «-Dextrine, die etwa nach der Kurve II von der «%-Amylase 
gespalten werden, haben Molekulargéwichte > 1300; sie werden yon 
der f-Amylase nur ganz unvollstindig verzuckert. Das Vorkommen 
der Anomalien in diesen Dextrinen, das die unvollstandige Verzuckeruny 
durch die /-Amylase bedingt, iibt bei der Spaltung durch die Dextrino- 
genamylase ebenfalls eine hemmende Wirkung aus, jedoch nicht so, 
daB die Spaltung ganz zum Stillstand kommt, sondern nur so, dal} die 
Spaltungsgeschwindigkeit von einem bestimmten Spaltungsgrade an 
viel kleiner wird. Da wir bis jetzt keine Méglichkeit haben, ein anomales 
a-Dextrin (oder iiberhaupt ein Dextrin) in garantiert einheitlicher Form 
zu gewinnen, so haben wir auch keine Méglichkeit, die Lage der Ano- 
malien anzugeben. Es ist zwar z. B. méglich, aus einer «-Dextrin- 
fraktion ein vollmethyliertes Saccharid darzustellen und daran u. a. 
festzustellen, ob die Kette einfach oder verzweigt ist, ob nur Maltose- 
bindungen oder auch andere Bindungen vorkommen usw. Dagegen 
sagt diese Untersuchung nicht, wo in der Kette die anomale Bindung 
liegt. Die Gewinnung der Methylverbindung ist iibrigens mit so groben 
Verlusten verbunden, daB Riickschliisse auf die Konstitution des Dex- 
‘trins nur bedingt méglich sind. Die weitere Arbeit mu8 also darauf 
hinzielen, teils durch Fraktionierung méglichst einheitliche Dextrin- 
fraktionen zu gewinnen, teils eine Methode ausfindig zu machen, die 
ohne groBe Verluste fiir die Konstitutionsfrage anwendbare Ergebnisse 
liefert. Die Untersuchung des Verhaltens der Saccharide gegeniibe: 
Bleitetraacetat und vor allem Uberjodsaure hat dabei vielversprechen:e 
Resultate gegeben [Ahlborg (8)}. 

Die geknickten Kurven, die die Spaltung der anomalen «-Dextrine 
veranschaulichen (Kurve II der Abb. 3), zeigen eine gewisse Ahnlichkeit 
mit den Kurven, die man bei der Spaltung der Starke durch dassel!e 
Enzym erhalt. Man kénnte vielleicht fragen, ob die Form der Kurven 
in den beiden Fallen dieselbe Ursache hat, d.h. man kénnte glauben, 
daB die anfingliche schnelle Spaltung der «-Dextrine eine ,,Dextri- 
nierung ware, eine Lésung gewisser, bei der Behandlung der Starke 
mit dem Enzym noch nicht geléster Bindungen, die eigentlich zu den 
vorzugsweise spaltbaren Bindungen, von denen eingangs die Rede war. 
zu zihlen seien. Wir haben deshalb in Parallelversuchen die Spaltung 


angegriffen, die nur einige wenige °,, von der Anfangsgeschwindigk «it 
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Uber Grenzdextrine und Starke. XX. 42% 


eines #-Dextrins und die Spaltung von Stirke untersucht. 1 g Substrat 
3cem Dextrinogenamylaselésung + Phosphat in 100eccem. Die 

teduktion wurde in Maltose umgerechnet, also wie gewéhnlich ohne 

Riicksicht darauf, daB auch Glucose entsteht (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 





% Maltose %, Maltose 
aus dem aus lés- aus dem aus lis- 
| Dextrin XV licher Stirke Dextrin XV licher Stiirke 


0,5 Minuten ) 10,2 220 Minuten 29,6 
y 20,6 : ra 34,0 59,1 
29,0 24 Stunden 63,4 76,0 
32,4 68,3 79.6 
33,6 2 76.5 86,8 
-- 35,6 216 86,8 91,8 
14,9 38,6 31: 93,4 97,0 
18,0 43,0 





Die hohe Maltoseausbeute ist wie gesagt nur scheinbar, weil auch 
Glucose entsteht. Zum Versuch mit dem Dextrin wurden auch Girungs- 
versuche ausgefiihrt, nach welchen 7,8°, Glucose und 78°, Maltose 
gebildet waren. Die Anfangsgeschwindigkeit der Dextrinspaltung ist 
7,8/14 = 0,56°%, Maltose/Minute, die der Stirkespaltung ist gréBer als 
20.4%, Maltose/Minute. Das Verhaltnis der Geschwindigkeiten ist also 
< 1:44, woraus hervorgeht, daB die anfingliche relativ schnelle Spaltung 
des Dextrins mit der Dextrinierung der Starke nichts zu tun hat. Die 
Wirkung der Dextrinogenamylase auf Starke zerfillt also in (mindestens) 
drei Stufen: Die erste ist die der Dextrinierung, die sehr schnell verliuft 
und die etwa 16° der Glykosidbindungen trifft, die zweite zeigt sich 
in der anfiinglichen Spaltung der anomalen «-Dextrine und hat nach 
dem Obigen eine Geschwindigkeit, die etwa 2°,, von der der Dextri- 
nierung ist, die dritte ist die sehr, langsame Endverzuckerung der 
anomalen «-Dextrine. Bei dem hier untersuchten «-Dextrin werden 
etwa 30°) der Bindungen mit der gréBeren Geschwindigkeit gelést. 
Méglicherweise entsprechen die verschiedenen Spaltungsgeschwindig- 
keiten den in der Abb. 2 angedeuteten Spaltungsstufen. 
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Uber Grenzdextrine und Stirke. 
XXI. Mitteilung: 
Grenzdextrine aus Arrowrootstirke. 
Von 
K. Myrbiick, B. Ortenblad und Walborg Thorsell. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 2. Oktober 1943.) 


Die vorangehende Arbeit (XX. Mitteilung) behandelt die Dextri- 
nierung der Arrowstirke durch die Dextrinogenamylase des Mazes. 
Behandelt man die Stirke mit ,,.Malzamylase“’, d. h. mit der natiirlichen 
Mischung von Saccharogen- und Dextrinogenamylase, oder mit Taka- 
diastase oder den tierischen Amylasen, so werden die zunichst ent- 
stehenden «-Dextrine mehr oder weniger vollstiindig verzuckert, wobei 
aus den anomalen «-Dextrinen nicht nur Maltose und Glucose, sondern 
auch die Grenzdextrine entstehen. Hier soll kurz tiber einige Grenz- 
dextrine aus Arrowstirke berichtet werden. [Uber Grenzdextrine aus 
anderen Stiirkesorten siehe (1).} 


1. Die von der Takadiastase erzeugten Grenzdextrine, 
io} 


400 g Arrowstiirke wurden mit Wasser verkleistert und mit Taka- 
diastase (Parke und Davis) behandelt, bis die Reduktion der Versuchs- 
mischung nicht weiter merklich anstieg. Wie schon mehrmals erwiihnt, 
ist die Verzuckerungsgrenze fast immer unscharf, so daB Versuche 
dieser Art etwas willkiirlich abgebrochen werden miissen. Die Versuchis- 
mischung wurde aufgekocht, die vergiirbaren Zucker mit PreBhefe 


Tabelle I. 





See Molekulargewicht 
Ausbeute | x ° 
in% der | [%]p Reduktion 
Stirke 


Fraktion 
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entfernt, die Lésung eingeengt und mit Alkohol fraktioniert gefallt. 
Uber die Eigenschaften der Fraktionen siehe Tabelle I. 

Die Zusammensetzung des Grenzdextringemisches ist derjenigen 
der aus anderen Stiirkesorten gewonnenen ganz iihnlich. Vor allem 
kommen Tetra- und Trisaccharide vor. Von den Trisacchariden, die 
aus Starke entstehen kénnen, wird Maltotriose schnell (2), soleche mit 
anomalen Glykosidbindungen langsam und unvollstindig (3) vergoren ; 
ein Verlust an Trisacchariden kann deshalb eingetreten sein. Es kann 
geschlossen werden, daB die hier isolierten Tri- und Tetrasaccharide je 
eine Isomaltosebindung pro Molekiil enthalten (4). Die, Drehung ist 
normal. 

2. Die von der Malzamylase erzeugten Grenzdextrine, 

Versuch wie oben, aber mit Malzextrakt statt Takadiastase. Eine 


Ubersicht tiber die isolierten Fraktionen findet sich in der Tabelle IT. 


Tabelle II. 





Molekulargewicht 





Fraktion Ausbeute in % Reduktion 
der Stirke aus der nach Diffusions- 
% Glucose Reduktion versuchen 


0,15 . 
0,25 fe 2100 2400 


0,28 ed 1360 1090 
3,82 : 760 625; 690 
O11 2 650 


4,61 


Die Grenzdextrinausbeute ist in diesem Falle sehr niedrig, woraus 
geschlossen werden kann, daB die primir entstandenen Grenzdextrine 
von den im Malzextrakt vorhandenen Enzymen sehr weitgehend ge- 
spalten worden sind. Unter den isolierten Grenzdextrinen sind wieder 
die Tetrasaccharide stark hervortretend. 


3. Die von der Speichelamylase erzeugten Grenzdextrine. 

In einer friiheren Arbeit (5) haben wir zeigen kénnen, daB die 
Fihigkeit zur Spaltung von Isomaltose und Isomaltosebindungen ent- 
haltenden Grenzdextrinen von Amylasepriparat zu. Amylasepriiparat 
stark variiert. Es wurde geschlossen, daB die Spaltung der Grenz- 
dextrine, die sog. Nachverzuckerung, wenigstens zum Teil keine Wirkung 
der eigentlichen Amylasen ist, sondern mit dem Vorkommen anderer 
Carbohydrasen in den Enzymlésungen zusammenhingt. Es wurde 
gefunden, da& der Speichel im Vergleich mit den anderen gewoéhnlichen 
Amylasepriparaten eine nur geringe Wirkung auf Isomaltose usw. 
ausiibt. Es konnte dann erwartet werden, daB man nach Spaltung 
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von Stirke mit Speichel die eigentlichen Grenzdextrine in weniver 
verinderter Form wiirde isolieren kénnen. Wir haben deshalb einiye 
Versuche mit Speichel angestellt: 500g Arrowstirke wurden jit 
8 Liter Wasser verkleistert. Nach Abkiihlen wurden einige cem Acetat. 
puffer von pu = 6,5, 1 g NaCl und 50 cem Speichel zugesetzt. Sc! 
nach 24 Stunden zeigte die Reduktion eine etwa 50°,ige Spaltung 
Die Mischung stand unter Toluol 32 Tage. Nach dem Reduktions. 
versuch waren dann 89°, ,,Maltose** gebildet. Die Girversuche zeigte 
da8 in Wirklichkeit 63°, Maltose und 14°, Glucose vorlagen. Di: 
Glucose ist in diesem Falle sekundir durch die Wirkung der Malta-e 
entstanden. Die vergiirbaren Stoffe wurden mit PreBhefe entfernt 
Dann wurde wie oben verfahren (Tabelle I). 


ion 


Tabelle III. 





Fraktion Ausbeute in % Reduktion ee 
Nr. der Stirke % Ghusces Redubtion 


AS I 0.2 4,07 4400 

Il 6,3 10,7 1680 

Ill 10,4 17,2 1050 

IV 6,8 23,5 770 

Vv 0,4 24,8 730 
24,1 
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Die von der Speichelamylase erzeugten Grenzdextrine haben also 
ein wesentlich héheres durchschnittliches Molekulargewicht als die 
durch die friiher untersuchten Amylasen erzeugten. Es ist méglich, 
daB die Grenzdextrine des Speichels die wirklichen Grenzdextrine sind 
oder diesen niher stehen, wihrend die nach Wirkung der anderen 
Amylasen isolierten Grenzdextrine sekundir verindert worden sind. 
Aber selbstverstindlich ist auch méglich, daB die Wirkung der Speichel- 
amylase an sich eine andere ist als z. B. die der Takadiastase. Es ist z. B 
méglich, daB eine Amylase gewisse Glucosidbindungen in niichste: 
Nahe eines Verzweigungspunktes lésen kann, die eine andere Amylase 
unangegriffen liBt. 
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Tabelle IV. 





Fraktion Ausbeute in °% Phosphorgehalt Reduktion ciieees é 7 
der Stiirke ” p &% Glucose Reduktion 


wenig —~ 
5,9 0,044 9,6 1870 
at 0,026 , 1500 
3,1 0,008 b,é 1180 
2.0 0,007 2° 800 
wenig - 


18,7 





Uber Grenzdextrine und Starke. 


In einem zweiten Versuch 
wurden 370 g verkleisterte Arrow- 
stirke mit 50 ccm Speichel be- 
handelt. Schon nach 20 Stunden 


Ace! it- 


Se} 


‘ 


betrug die Verzuckerung 62°,. 
Nach 30 Tagen wurde filtriert, 
gekocht, vergoren, filtriert, ein- 
geengt und fraktioniert gefillt 
(Tabelle IV). 
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Auch hier haben die Grenz- 
dextrine durchschnittlich lingere 
Ketten als bei den anderen unter- 
suchten Amylasen. Dann ist zu 
erwarten, daB die vom Speichel 


Pancreatin 


erzeugten Grenzdextrine durch 
andere Amylasen weiter gespalten 
werden. Dies wurde mut den 
Fraktionen AS VIII, [LX und X 
untersucht: Die Zunahme der 
Reduktion wurde in Maltose (°, 
des Trockengewichts des Sub- 





»Maltose’* in % 


strats) umgerechnet. AuBerdem 
wurden zum SchluB die wahren 
nm also Mengen von Maltose und Glu- 


Takadiastase 


Is die cose durch Girversuche ermittelt. 
bglich, 1g Dextrin in Phosphat bei 
e sind pu = 5,3 (Tabelle V). 
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Amylasepriiparate, auch durch 
Speichel, gespalten. Die Enzym- 
mengen waren jedoch sehr grof. 
Besonders stark wirkt die Taka- 
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kular- Stoffe zerlegt hat. Durch die 
“raha Wirkung der Takamaltase ist die 
primar entstandene Maltose fast 
m0 ganz in Glucose zerlegt worden. 
00 Ein ahnliches Verhalten zeigt 
80 die Pankreasamylase. Lang- 
vid samer, aber weitgehend, hat die 
Dextrinogenamylase gewirkt. Die 
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beobachteten Spaltungen sind sicher wenigstens teilweise einer Wirk, 
besonderer Carbohydrasen zuzuschreiben, die also mit der eigentliclen 
Amylasewirkung nichts zu tun haben. Andererseits ist ja nicht 
méglich, daB die Grenzdextrinspaltung zum Teil eine Wirkung de; 
eigentlichen Amylasen ist. Wie wir mehrmals hervorgehoben halen 
ist der Begriff Grenzdextrin noch etwas schwebend. Es ist bei fast 
jedem Amylasepriiparat unméglich, eine wirkliche Verzuckerungsgreiize 
festzustellen; vielmehr findet man fast immer anfangs eine schnelle 
Spaltung, die sich bei einem bestimmten Spaltungsgrade sehr stark 
verlangsamt, ohne jedoch in iibersehbarer Zeit Null zu werden. Es ist 
also meistens nicht méglich, zu sagen, wo die Amylasewirkung aufhort 
und die Wirkung der anderen angenommenen Carbohydrasen zum 
Vorschein kommt. Es kann in gewissen Fillen so sein, daB die Ce- 
schwindigkeit, mit der eine lésbare Bindung (Maltosebindung) von einer 
Amylase gelést wird, sich mit der Anniherung an eine Anomalie (z. b 
eine nicht lésbare Isomaltosebindung) im Bau des Substrats allmahlich 
vermindert, so daB der Zeitpunkt, bei dem man den Versuch abbricht 
immer etwas willkiirlich gewihlt werden muB. Lait man die Spaltung 
zu lange fortsetzen, so besteht die Gefahr, daB die Grenzdextrine durch 
andere Enzyme als die Amylasen verzuckert werden oder jedenfalls in 
andere Dextrine niedrigeren Molekulargewichts iibergehen. Dabei 
erhilt man niedrigmolekulare Grenzdextrine, was in der Hinsicht ein 
Vorteil sein kann, daB die Konstitutionsbestimmung einfacher wird 
Bricht man den Spaltungsversuch frith ab, so ist man zwar sichere1 
keine Grenzdextrine zu verlieren; andererseits erhalt man solehe héheren 
Molekulargewichts, die schwieriger zu untersuchen sind. 
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Uber Grenzdextrine und Stirke. 
XXII. Mitteilung: 
Die Spaltung der Maisstirke durch die Dextrinogenamylase. 
Von K. Myrbiick und B. Ortenblad. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 2. Oktober 1943.) 


Im folgenden soll iiber die Dextrinierung der Maisstirke durch 
die Dextrinogenamylase des Malzes berichtet werden. Zu diesen Ver- 
suchen wurde ein gereinigtes Enzympriiparat angewendet. Ausgangs- 
material war ein durch Tanninfillung gereinigtes Priparat von Malz- 
amylase. (Bei der Tanninfillung werden die beiden Enzyme der Malz- 
amylase nicht getrennt.) Von einer 4° igen Lésung des Priparats 
wurden Proben nach Ohlsson (1) auf 70° erhitzt und nachher die Aktivitit 
bestimmt : 





Zeit bis zum Ver- Freisetzung 
schwinden der Fiarb- reduzierender Gruppen 
barkeit mit Jod (als Maltose berechnet) 


Min. in. mg 
0 
6 
11 
16 


Erhitzungszeit 


Das Priparat verhalt sich beim Erhitzen genau wie von Ohlsson 
beschrieben, d.h. die Fihigkeit, Stiirke bis zum Verschwinden der 
Jodfiirbung zu spalten (,,verfliissigende Wirkung“‘) wird wenig beeinfluBt, 
wihrend die zuckerbildende Fihigkeit sehr schnell auf einen niedrigen 
Wert sinkt, der dann fast konstant bleibt. Die Saccharogenamivlase 
wird mit anderen Worten zerstért, wihrend die Dextrinogenamylase 
nur ganz wenig beschiidigt wird. Eine gré8ere Menge der Lésung des 
Malzamylasepriparats wurde 10 Minuten bei 70° gehalten. 1 ccm der 
Lésung gab dann in 50 cem 1°,iger Starkelésung eine Zunahme der 
Reduktion, die einer Maltosebildung von 31 mg Maltose pro Minute 
entspricht. 

Etwa 600 g Maisstarke wurden mit 7,5 Litern Wasser verkleistert. Bei 80° 
wurden 3ccm Dextrinogenamylaselésung zugesetzt. Die Temperatur konnte dann 
bis auf 60° gesenkt werden. Nach 30 Minuten, 3 und 6 Stunden wurden je 6 ccm 
Enzymlésung zugesetzt. Dann wurde aufgekocht und die vergirbaren Zucker, 
die wie gewohnlich nur in sehr kleinen Mengen vorhanden waren, mit PreBhefe 
beseitigt. Die Mischung, die noch ungeléste Starkebestandteile enthielt, wurde 
klar filtriert und im Vakuum auf etwa 1500 ccm eingeengt. Die Lésung ent- 
hielt etwa 500 g Substanz. Die mittlere Kettenlange war 9. Mit Alkohol frak- 
tioniert ergab die Lésung die in der Tabelle I angegebenen Dextrinfraktionen.. 
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Tabelle I. 





Fraktion Ausbeute Reduktion Molekular-] Fraktion Ausbeute Reduktion Mole} 
é rewicht 
Nr. g °° Glucose _jailigons Nr. gz °4 Glucose aa 


MD I 225 5,66 3200 |MD VI 63 15,26 
oe 90 6,17 2900 Vil 13 15,69 
Ill 30 7,37 2450 VIII 6 16,33 
IV | 25 10,72 1680 Ix 4 17,73 
V 33 15,15 1190 X ivi 19,10 





Betrichtliche Mengen der «-Dextrine haben wie gewohnlich (2 

ein Molekulargewicht von 1000 bis 1100, d. h. eine Kettenlange von 6 his 7 
Der gréBte Teil hat aber ein durchschnittliches Molekulargewicht vor 
etwa 3000. Es ist aber dabei zu untersuchen, ob die Dextrinierung 
vollstiindig war. Da die Versuche durch Aufkochen groBer Fliissigkeits- 
mengen abgebrochen werden miissen, ist es gewissermaBen ein Zufall, 
ob man den richtigen Abbaugrad, d. h. den frither oft erwaihnten Knick- 
punkt der Spaltungskurve trifft, der den Ubergang der Dextrinierung 
in die Verzuckerung bezeichnet. Im Falle der Dextrinierung der Kar- 
toffelstirke konnte gezeigt werden, daB die isolierten «-Dextrine mit 
einem Molekulargewicht in der Nihe von 4000 noch nicht fertig dextri- 
niert waren. Sie enthielten im Mittel je zwei Anomalien pro Molekiil 
und wurden durch nochmalige Behandlung mit Dextrinogenamylase 
schnell in zwei «-Dextrine mit dem mittleren Molekulargewicht 2000 
gespalten. In dem obigen Versuch deutete der Umstand, daB die ersten 
drei Fraktionen noch von Jod gefiirbt wurden, darauf, daB der Versuch 
auch hier zu friih abgebrochen worden war. In einem zweiten ahnlichen 
Versuch mit 400 g Starke wurde die Dextrinierung bis zum Verschwinden 
aller Firbung mit Jod getrieben. Die Reduktion der Versuchsmischung 
(als © Maltose berechnet) nahm in folgender Weise zu: 


Cl #HUTNOAM Liviwiues 


mae i wee 


vir dd 


et 


"¢ 
7 2 
ie 
< 
Q 
© 
iz 
< 
r 
ry 
€ 
. 
wy 
¢ 
t 
b 


' 
ij 


Noack 20 Mintel oo. ee 23,4% 
tes aes 
Pe 50 on 
, eee 
ss 


Nach 120 Minuten wurde schnell aufgekocht und mit Hefe die 
vergirbaren Zucker entfernt. Die Spaltung wurde hier, wie aus der 
obigen Tabelle ersichtlich ist, etwas iiber den Knickpunkt der Spaltung:- 
kurve getrieben, was sich auch darin zeigt, daB 65 g vergiirbaren Zuckers 
gebildet worden waren. Das von Hefe, ungeléster Starke usw. befreite 
Filtrat enthielt 270 g Substanz und zeigte eine mittlere Kettenlinge 
von 7,2. Die Fraktionierung mit Alkohol ergab die in der Tabelle I 
verzeichneten «-Dextrinfraktionen. 

Die Halfte der «-Dextrine hat also jetzt ein Molekulargewicht von 
900 bis 1200, wiihrend die andere Halfte den durchschnittlichen Wert 
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Tabelle II. 





Fraktion Ausbeute Reduktion | Molekular- Fraktion Ausbeute Reduktion Molekular- 


zewicht J wi 
Nr. g % Glucose | ® Nr. g % Glucose | Se 7ieht 


MD XI 1] _ _ MD XIV 25 16.8 1070 
XII 130 10,0 1800 XV 47 20,4 880 
XIII 56 14,9 1200 





1S00 zeigt. Im Versuch der Tabelle I war also die Spaltung insofern 
unvollstiindig, als die Dextrine mit einem mittleren Molekulargewicht 
von etwa 3000 noch im Mittel je eine leicht hydrolysierbare Bindung 
enthielten. Aus der groBen Fraktion von M = 3000 ist eine fast so 
grobe mit M = 1800 entstanden. Selbstverstiindlich sind beide Frak- 


tionen und besonders die erste uneinheitlich. 


Verzuckerung der a-Dextrine durch die Dextrinogenamylase, 


Wie die anderen untersuchten «-Dextrine (3) (4) werden auch die 
hier gewonnenen bei langdauernder Einwirkung der Dextrinogenamylase 
verzuckert, und zwar oft sehr weitgehend, jedoch im Verhiltnis zur 
Stirkedextrinierung langsam. Als Beispiel fiihren wir einen Versuch 
mit der «-Dextrinfraktion MDI an: Ig Dextrin (Trockengewicht) 
wurde in Wasser gelést, mit 10 cem Phosphatpuffer und 1 cem Dextri- 
nogenamylaselésung versetzt und mit Wasser auf 100 cem aufgefiillt 
(30°). Zunahme der Reduktion wurde in 5-cem-Proben bestimmt und 
als Maltose berechnet. Tabelle III. 


Tabelle Ill. 





" o% der % der 
mg ,,Maltose” Bindungen Zeit ,Maltose’* Bindungen 
gelést gelist 


0 x 0 50,0 40,3 

1 Minute x 0,9 g > 49,8 40,1 
5 Minuten 12, 5,2 50,3 40,5 
15 cs 14,5 6,8 : 50,8 41,0 
30 Ni 16,8 9,0 51,2 42,0 
160 = 24,5 16,2 22 61,2 42,0 
24 Stunden 46,0 36,5 2° 52,6 42,8 
49 a 49,4 39,7 y 60,0 49,8 





Nach 29 Tagen wurden Glucose und Maltose durch Girungs- 
versuche bestimmt: In 5ecm fanden wir 4 mg Glucose und 45 mg 
Maltose in guter Ubereinstimmung mit dem Reduktionswert. Der 
Versuch zeigt, daB die Freisetzung reduzierender Gruppen in mindestens 
drei deutlich unterscheidbaren Stufen erfolgt (vgl. die XX. Mitteilung) : 
1. Sehr schnell werden etwa 5°, der Bindungen aufgespalten. Da das 
Substrat mit dem Molekulargewicht 3200 im Mittel je 20 Glucosereste 
pro Molekiil enthalt, so bedeutet dies, daB im Mittel je eine Bindung 
pro Molekiil schnell gelést wird. Dies hingt also damit zusammen, 
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daB die Dextrinierung der Stirke bei der Darstellung des «-Dextrin. 
nicht ganz vollstiindig war. Diese Stufe der Spaltung gehért also 7 
Stufe der Dextrinierung der Starke. 2. Viel langsamer schreitet darn 
die Verzuckerung fort, bis etwa 40°, der Bindungen gelést sind. |: 
ist im Hinblick auf Versuche mit anderen «-Dextrinen méglich, dai 
diese Stufe bei genAuem Studium der Spaltungskurve in mehrevre 
zerfallt. In diesem Stadium der Spaltung werden Maltose und Glucose 
freigesetzt. Als Rest bleiben die Grenzdextrine iibrig, die in diese: 
Falle etwa 10°, der Glykosidbindungen des Substrats enthalten. 
3. AuBerst langsam werden auch in diesen Grenzdextrinen Glykosid- 
bindungen gelést. Es ist denkbar, daB diese Spaltung nicht durch die 
Dextrinogenamylase, sondern durch andere in der Enzymlésung vor- 
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handene spezielle Carbohydrasen bewirkt wird. 

Ahnliche Resultate wurden mit den anderen «-Dextrinfraktionen 
erhalten. Bei den Fraktionen mit Molekulargewichten 1000 bis 1200. 
die schon fertig dextriniert sind, fehlt selbstverstiindlich die erste der 
oben erwihnten Stufen. Auch die dritte fehlt mehr oder weniger voll- 
stiindig, was damit zusammenhingt, daB diese Fraktionen fast  voll- 
stiindig normal gebaut sind und keine Anomalien enthalten. Die Ver- 
hiiltnisse sind den bei anderen Stirkesorten gewonnenen ganz ahnlich. 
Dies gilt auch bei den Versuchen iiber die Spaltung der «-Dextrine 
mit Saeccharogenamylase (3) (5). Die Fraktionen mit Molekular- 
gewichten 1000 bis 1200 werden fast vollstiindig verzuckert, die anderen. 
anomal gebauten, nur unvollsténdig. 


he 


Zusammenfassung. 


*~ 
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Die Spaltung der Maisstiirke durch die Dextrinogenamylase verliutt 
wie die der Kartoffel- und Arrow-Stiirke. Schnell werden etwa 16° 
der Glucosidbindungen gelést (Dextrinierung). Von den dabei ent- 
stehenden «-Dextrinen ist etwa die Hilfte mit Molekulargewichten 
1000 bis 1200 normal gebaut, d. h. sie enthalten nur Maltosebindungen. 
Sie werden von der Saccharogenamylase fast vollstiindig verzuckert. 
die tibrigen mit héheren Molekulargewichten enthalten die Anomalien 
der Stirkemolekiile und werden nur teilweise verzuckert. Der ver- 
schiedene Bau der «-Dextrinfraktionen zeigt sich auch im Verhalten 
gegeniiber der Dextrinogenamylase. 
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ber Grenzdextrine und Stirke. 
XXITI. Mitteilung: 


Die Spaltung der Gerstenstirke durch die Dextrinogenamylase. 
Von 
K. Myrbick, Goran Stenlid und Gunhild Nyeander. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 2. Oktober 1943.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Zum Vergleich mit anderen untersuchten Stiirkesorten (1) (2) (3) (4) 
haben wir auch das Verhalten der Gerstenstirke bei der Einwirkung 
von Dextrinogenamylase untersucht. Die Gerstenstiirke kann aus 
mehreren Griinden ein besonderes Interesse beanspruchen; sie ist aber 


nicht allgemein zugiinglich. Fiir die Darstellung und Uberlassung 
groBerer Mengen von Gerstenstiirke sind wir der Kédrnbolaget A.-G., 
Stockholm, zu gréBtem Dank verpflichtet. 


Die Gerstenstirke ist den gewéhnlicheren Stiirkesorten, vor allem 
der Weizenstiirke, auBerlich recht aihnlich. Bei den von uns unter- 
suchten Proben war die GréBe der Kérner bei der Gerstenstiirke gleich- 
miBiger als bei der Weizenstiirke. Unsere Gerstenstiirke enthielt 
0,058 °% P. 


Die Gerstenstiirke wurde mit siedendem Wasser verkleistert und 
in der schon mehrmals beschriebenen Weise mit Dextrinogenamylase 
behandelt. [Enzym nach EF. Ohtsson aus Malzextrakt dargestellt (5).| 
Wie schon a. a. O. (6) mitgeteilt wurde, verliuft die Spaltung genau 
so wie bei der Kartoffel-, Mais- und Arrowstirke: Wihrend der Phase 
der Dextrinierung werden mit groBer Geschwindigkeit etwa 16°. der 
Glykosidbindungen der Starke gelést, aber dabei nur ganz kleine 
Mengen von vergirbaren Zuckern gebildet. Beim Spaltungsgrad 0,16 
fallt die Spaltungsgeschwindigkeit (an der Zunahme der Reduktion 
gemessen) plétzlich auf einen viel niedrigeren Wert, der der Verzuckerung 
entspricht. Die Dextrinierung fiihrt zu einem Gemisch von «-Dextrinen 
mit einer mittleren Kettenliinge von etwa 8 Glucoseresten. Bei Ver- 
suchen in gréBerem MaBstabe wurden die bei verschiedenen Spaltungs- 
graden gebildeten «-Dextrine mit Alkohol fraktioniert. Eine Ubersicht 
ist in der Tabelle I gegeben. 
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K. Myrback, G. Stenlid u. G. Nycander: 


Tabelle I. 





Spaltungsgrad 0,101 Spaltungsgrad 0,151 Spaltungsgrad 0,1835 


= Ausbeute  Mole- : ; Ausbeute Mole- | Ausbe | 
Fraktion |; ’ i re mmeee| = Mole- 
5 in % der; kular- Fraktion in % der kular- | Fraktion in % der = kular 


Nr. Stirke | gewicht Nr. Stirke gewicht | Nr. Starke = gewicht 
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4300 XV — || XxIv 
3750 | XVI ¢ 3330 | XXV 2160 
3600 XVII 3110 XXVI 1930) 
3460 XVIII : 2660 | XXVII J, L750 
4220 XIX 9, 1890 | XXVIII of 1450 
2650 XX 1380 XXIX 1200 
1560 XXI 9,: 11909 XXX ‘1060 
1480 XXII 1140 XXXI 
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Die Menge der vergiirbaren Zucker war: 


beim Spaltungsgrad 0,101 4% 
70 
Ld oO 


9% 


. ” 


° ’s 


Die Summe von Dextrinen und vergirbaren Zuckern ist iiberall kleiner 


als die berechnete Ausbeute von etwas iiber 100%, was mit rein mechanischen 


Verlusten bei den Fraktionierungen zusammenhangt. 

Vergleicht man die drei Versuche der Tabelle I, so findet man, dat 
die Spaltung vom Spaltungsgrad 0,101 bzw. 0,151 zum Spaltungs- 
grad 0,184 nur die Dextrine mit Kettenlangen gréBer als 6 bis 7 trifft. 
Vergiirbare Zucker werden nur in ganz kleinem Umfang gebildet, denn 
die Verzuckerungsgeschwindigkeit ist, wie gesagt, sehr viel kleiner 
als die der Dextrinierung. Die Dextrinierung fiihrt, sei es, da man 
von Starke ausgeht oder von einer «-Dextrinfraktion wie die Frak- 
tionen I bis V der Tabelle I, zu einem Gemisch von «-Dextrinen, in 
welchem solche mit 6 bis 8 Glucoseeinheiten hervortreten. 

Die «-Dextrine der Fraktionen I bis V miissen noch eine gewisse 
Zahl der leicht spaltbaren Bindungen enthalten. Behandelt man ein 
a-Dextrin dieser Art mit Dextrinogenamylase, so sollte dies aus cer 
Form der Spaltungskurve hervorgehen. Wir haben deshalb die Spaltung 
der Fraktion II niher untersucht: Tabelle II. 

Der Versuch wurde bei py = 5,3 und 30° ausgefiihrt; 6 g Dextrin in 300 ccm. 
Nach verschiedenen Zeiten wurden Proben von 15 ccm in siedendes Wass! 


einpipettiert und die Mischungen auf 10 ccm eingeengt. Davon wurden |: 
2cem zu Reduktionsversuchen angewendet und daraus die Zah] geléster Bin- 
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Tabelle II. 





%, Bindungen ——— % vergiirbarer Zucker Mittleres Mole- 
der Stirke sBantlicher kulargewicht 
gelést Spaltprodukte der Dextrine 





Maltose 
era Maltotriose 


Glucose 


3600 - 

2300 2650 

1920 2,: 2240 

1720 é | 2075 

20 é 1550 : 1970 

25 . 1500 j 1880 

30 ‘ 1370 E 1720 

40 || 1250 1660 

50 i 3,$ 1170 yi 1650 

60 I 1150 1650 

105 * 1100 : 1580 
150 i} 5,5 1050 p f 1540 
250 =| 7,6 930 ) 1560 
360 | f 840 F ‘ 1540 
1200 | é 700 f 24, 1500 


dungen berechnet. Die iibrigen 8cem wurden mit PreBhefe vergoren und 
dadurch die Glucose- und Maltosemengen bestimmt. In die Maltosefraktion 
geht auch eventuell gebildete Maltotriose ein (7). Nach den Garungen wurde 


% 





























Abb. 1. 


die Hefe abfiltriert und ausgewaschen, der Alkohol durch starkes Einengen 
vertrieben und das mittlere Molekulargewicht der Dextrine durch Reduktions- 
bestimmungen vor und nach vollstandiger Hydrolyse bestimmt. 

Wenn wir den zeitlichen Zuwachs der Reduktion durch eine Kurve 
veranschaulichen, so erhalten wir die Kurve | der Abb. 1. Sie hat also 
dieselbe allgemeine Form wie bei der Stiirkehydrolyse durch dasselbe 
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Enzym; jedoch liegt der Knickpunkt niedriger, néimlich bei einer 
Spaltung von etwa 9°, der Bindungen des Substrats. Wenn wir |. 
achten, daB bei diesem Zeitpunkt (etwa 50 Minuten) 6,3°, Maltos 
(einschlieBlich einer kleinen Glucosemenge) gebildet worden sind, so 
finden wir, dab eine Lésung von etwa 6,5°, der Glykosidbindungen 
des Substrats als Dextrinierung bezeichnet werden kann. Da das 
Substrat eine mittlere Kettenlinge von 22 Glucoseeinheiten hat, so 
bedeutet dies, da} im Mittel 1,4 Glykosidbindungen pro Mol Substrat 
gelést worden sind, Die entstehenden Dextrine sollten dann eine 
mittlere Kettenliinge von etwa 9, d.h. ein mittleres Molekulargewicht 
von etwa 1500 haben. Dies ist auch mit der direkt bestimmten mittleren 
Kettenliinge der Dextrine im Einklang. In der Abb. 1 zeigt die Kurve |! 
die Kettenlinge der nicht vergirbaren Dextrine an. Die Kettenlinge 
sinkt (wihrend des als Dextrinierung bezeichneten Vorgangs) rasch 
auf etwa 1500, um dann fast konstant zu bleiben. Die Annahme ist 
also berechtigt, dai die «-Dextrine der untersuchten und ahnlicher 
Fraktionen noch eine geringe Zahl (1 oder 2 pro Mol) der leicht spaltbaren 
Bindungen enthalten, die von der «-Amylase vorzugsweise gelést werden. 
Die eigentiimliche Wirkungsweise dieses Enzyms, d.h. eine schnelle 
Dextrinierung, wobei gewisse Bindungen, des Substrats gelést werden. 
und eine langsame Verzuckerung der «-Dextrine, findet man also nicht 
nur beim natiirlichen, hochmolekularen Substrat, sondern auch bei 
Spaltprodukten mittleren Molekulargewichts. Gewisse Bindungen der 
Substrate werden viel leichter gelést als die anderen. Die Ursache 
hierzu haben wir schon mehrmals diskutiert. Die Erklirung kénnte 
sein, daB das Enzym aus den Kettenmolekiilen vorwiegend Sechser- 
stiicke ,,heraussticht‘‘ (wobei die Form der Substratkette méglicher- 
weise eine Rolle spielen kann), oder daB das Enzym iiberhaupt Bin- 
dungen im Innern der Kettenmolekiile auf einem Abstand von mehr 


‘als 6 Glucoseresten von den Endgruppen viel leichter angreift als die 


Bindungen, die den Endgruppen niiher liegen. Spaltstiicke, die kiirzer 
als 6 Glucosereste sind, werden auf alle Fille nur ganz langsam vom 
Enzym verzuckert. Spaltprodukte mit 6 Einheiten in der Hauptkette 
haufen sich deshalb unter den Produkten der Dextrinierung an. Sind 
die Substratketten verzweigt, so kénnen die «-Dextrine, die vielleicht 
6 Glucosereste in der Hauptkette enthalten, auBerdem eine Seitenkette 
mit,.sagen wir zwei, Glucoseresten tragen. 


Eine nochmalige Fraktionierung der niedrigmolekulareg «-Dextrin- 
fraktionen (Tabelle Il) wurde vorgenommen, um die etwaige Anwesen- 
heit von Penta- bzw. Tetrasacchariden festzustellen. Gemischt wurden 

15g XI 10g XXI 10 g. XXIX 
10g XII 4g XXII 12g XXX 
5g XIII 5g XXIII 

10g XIV 
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oder zusammen 81g. Sie wurden in 300 cem Wasser gelést und mit 
Alkohol fraktioniert gefallt: Tabelle Il. Im alkoholischen Filtrat von 
der Fraktion XL waren nur Spuren von Kohlenhydraten vorhanden. 
Die Verluste (3,6 g) sind rein mechanische Verluste beim Fallen, Waschen 
und Trocknen. Die Spaltbarkeit der Fraktionen mit p-Amylase wurde 
festgestellt. Zucker wurde durch Giirversuche bestimmt. Glucose 
wurde nicht gebildet. In der Tabelle sind die aus den Giirversuchen 
berechneten Zuckermengen in °,, der theoretisch méglichen angegeben. 


Tabelle II. 





°%, Ver- 
" ie Fraktion Molekular- zuckerung 
Alkoholzusatz g gewicht durch 
Nr. B-Amylase 


800 cem XXXII 1320 79 
G0 XXXII 1220 83 
1000 XXXIV 1200 85 
1100, XXXV 1140 89 
1350 XXXVI 1150 92 
1900 XXXVII | 1130 92 


9900. XXXVIII 1060 87 


Filtrat auf 50ccm_ eingeengt 

+. 520 cem abs. Alkohol XXXIX 985 
Filtrat zum Sirup_ eingeengt 

+. 250 cem abs. Alkohol XL 18 | 955 


Tabelle IIL zeigt, daB die Umfraktionierung genau dasselbe Resultat 
gegeben hat wie die erste: fast alles sind Hexa- und Heptasaccharide. 
Nur in der letzten kleinen Fraktion kénnen kleine Mengen von Penta- 
sacchariden vorhanden sein. Ihre Menge ist aber ganz bedeutungslos. 
Die Dextrinierung fiihrt also zu «-Dextrinen, die fast ganz aus Hexa- 
sacchariden und héheren Sacchariden bestehen. 

Durch die zweite Fraktionierung ist keine weitere Aufteilung in 
normale (d.h. zu 100°, durch die S-Amylase spaltbare) und anomale 
#-Dextrine erreicht worden. Dies wiire ja wohl auch kaum zu erwarten, 
da die Léslichkeit in verdiinntem Alkohol wohl fast ganz durch das 
Molekulargewicht und héchst unbedeutend durch die Art der Glucosid- 
bindungen bestimmt wird. 


Der Bau der isolierten «-Dextrine kann, wie friiher gezeigt 
wurde (1) (2), in gewissem Grade durch Untersuchung ihrer Verzuckerung 
festgestellt® werden. Bei den Versuchep mit Saccharogenamylase 
(3-Amylase) wurde die Spaltung durch Reduktionsbestimmungen fest- 
gestellt und auBerdem zum SchluB die Verzuckerung durch Girversuche 
ermittelt. Glucose wurde bei diesen Spaltungen nicht gebildet, sondern 
die vergiirbaren Spaltungsprodukte bestanden aus Maltose und méglicher- 
weise Maltotriose, die ebenfalls vergirbar ist. Der Verlauf der Spaltung 
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war ganz normal, d.h. die Reduktion stieg sehr schnell auf einen |). 
stimmten Wert, der dann lange Zeit fast konstant blieb. Wir fiihrey 
in der Tabelle [V nur die durch die Giirversuche ermittelten Spat- 
werte in % an. 

Tabelle IV. 





Fraktion Verzuckerung Fraktion Verzuckerung Fraktion Verzuckerung 
Nr. % } Nr. % Nr. 9 





I 49 | a eee XXV 

ll 50 XIX 59 XXVII 
IV | 60 XX 76 XXIX 

Vv ae XXII 88 XXX 

VI 63 
VII 84 
VIII 86 
IX 82 
x 86 
1 aie ee 
XII 89 
XIV 84 





Die Verzuckerungsgrenze ist, wie wir auch bei anderen «-Dextrinen 
gefunden haben, vom Molekulargewicht des Substrats abhingig, und 
zwar so, daB die Spaltung bei den niedrigmolekularen Substraten voll- 
stindiger ist. Diese Fraktionen enthalten also gréBtenteils normale 
a-Dextrine (Maltohexaose), die von der Saccharogenamylase vollstiindig 
in Maltose zerlegt werden. Die «-Dextrine mit héheren Molekular- 
gewichten enthalten die Anomalien der Stirkemolekiile, Verzweigungs- 
punkte oder jedenfalls anomale Glucosidbindungen (Isomaltosebindun- 
gen), und werden deshalb nur unvollstindig verzuckert. 


Nun sind selbstverstindlich die isolierten «-Dextrinfraktionen 
nicht einheitlich. Dies diirfte besonders den Fraktionen mit den héheren 
Molekulargewichten gelten. Wenn also bei der Behandlung einer 
Fraktion mit fB-Amylase 50° Maltose erhalten werden, so muB dies 
nicht notwendigerweise bedeuten, daB simtliche Molekiile zur Hiilfte 
gespalten worden sind. Es kann sehr wohl so sein, daf einige Molekiile 
ganz zerlegt werden, andere nur zum kleinen Teil oder gar nicht. Wir 
haben dies in einigen Fallen dadurch untersucht, daB wir nach Spaltung 
mit /-Amylase und Vergirung der Zucker das Molekulargewicht der 
Restdextrine bestimmt haben. So wurden nach Spaltung von 20 g der 
Fraktion IX 1,4 g Restkérper isoliert. Das mittlere Molekulargewicht 
war 1300, wihrend die Fraktion [X 1400 gab. Es kann also*geschlossen 
werden, da8 die in Fraktion IX eingehenden Molekiile meistens voll- 
stiindig gespalten werden, wihrend einige fast gar nicht ,angegriffen 
werden. Unter den «-Dextrinen der Gerstenstirke sind also sehr grolie 
Mengen von normal gebauten Molekiilen vorhanden, ihnlich wie wir 
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friiher bei der Kartoffel- 
stirke fanden. Das iso- 
lierte Restdextrin wurde 
von #-Amylase langsam 
und unvollstindig ver- 


zuckert. 

Die Spaltung eini- 
ger der «-Dextrine durch 
die Dextrinogenamylase 
geht aus der Tabelle V 
hervor. Die Reduktions- 
werte sind in °,, Maltose 
umgerechnet. Siimtliche 
a-Dextrine werden sehr 
weitgehend gespalten. 
Wie aus den Giirver- 
suchen hervorgeht, ent- 
steht dabei nicht nur 
Maltose (und Malto- 
triose ?), sondern auch 
Glucose, aihnlich wie wir 
in anderen ahnlichen 
Fillen fanden. Die Spal- 
tungskurven sind je 
nach dem Molekular- 
gewicht des Substrats 
verschieden. Bei den 

niedrigmolekularen 
Fraktionen (Hexaosen) 
VII bis‘ XIV, XX bis 
XXIII und XXIX bis 
XXXI steigt der Ver- 
zuckerungsgrad sehr 
schnell an, so daB eine 
scheinbar fast vollstin- 
dige Verzuckerung nach 
24 Stunden _ erreicht 
worden ist. Bei den 
z-Dextrinfraktionen mit 
héherem Molekularge- 


‘wicht verlauft die Ver- 


zuckerung nur bis 40 bis 
60° mit groBer Ge- 


a-Dextrinfraktion 
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schwindigkeit, dann erfolgt eine viel langsamere Spaltung, die ers 
nach Wochen einigermafen vollstiindig wird. Dies entspricht ganz dey 
hei anderen Stirkesorten gefundenen Verhaltnissen. Zu beachten js 
da die durch Reduktionsmessungen gefundene ,,Vollstindigkeit™ der 
Verzuckerung meistens nur scheinbar ist, weil auBer Maltose avch 
Glucose entsteht. Die Reduktionswerte werden ja in Maltose um. 
gerechnet und die so berechneten Werte miissen zu hoch sein. Aube; 
Glucose und Maltose (Maltotriose ?) sind deshalb auch Grenzdextrine 
vorhanden. Die Giirversuche geben dagegen richtige Zuckerwerte 

Die verschiedene Spaltung der «-Dextrinfraktionen durch die 
Dextrinogenamylase hingt selbstverstindlich nicht direkt mit den 
verschiedenen Molekulargewicht der Substrate zusammen, sondern 
damit, daB die Fraktionen mit den héheren Molekulargewichten anoma! 
gebaut sind. Die Fraktionen, die von der Saccharogenamylase unvoll- 
stiindig verzuckert werden, geben bei der Spaltung durch die Dextrinogen- 
amylase Spaltungskurven, die schon bei niedrigen Zuckerwerten ab- 
biegen. Wenn wir z. B. die prozentualen Zahlen geléster Bindungen 
nach 24 Stunden in unseren Versuchen vergleichen, so erhalten wir 
die Tabelle VI. 

Tabelle VI. 





= 


Fraktion Nr. : II iil IV v VI Vit Vill Ix XI XI 


Mit B-Amylase... 18,9 | 20,7 20,6 22,1 | 27,3 35,8 35,7 37,6 | 40,6 | 38,3 
Mit «-Amylase... 28,3 29,3 33,7 33,1 36.4 45,5 43,0 44,8 45,4 40,8 
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Eine Parallelitit ist’ unverkennbar. Die Spaltung durch die Dex- 
trinogenamylase wird also sicher durch dieselben Anomalien im Bau 
der Substrate geregelt wie die durch Saccharogenamylase. Der Unter- 
schied ist, da — wiihrend die Wirkung der Saccharogenamylase von 
den Anomalien vollstindig gestoppt wird — die Spaltung durch die 
Dextrinogenamylase weitergeht, jedoch mit stark verminderter Ce- 
schwindigkeit. 

Nur wenn sowohl Reduktions- als Garungsversuche ausgefiihrt werden 
ist es mOglich, Aussagen iiber die wirkliche ,,Verzuckerung‘®‘ zu machen. Wir 
fiihren als Beispiel einen Versuch iiber die Spaltung der Fraktion XXXVI mit 
Dextrinogenamylase an. Hohe Enzymkonzentration. Die fiir Reduktions- und 
Garungsversuche angewendeten Mengen entsprechen bei vollstandiger Spaltunz 
96 mg Maltose (Tabelle VIT). 

Die Spaltung ist bei dieser allerdings sehr groBen Enzymmenge volistandig: 
98 mg giarfihigen Zuckers wurden erhalten (ber. 96 mg). Die Zunahme det 
Reduktion entspricht nur 77,4 mg Maltose, aber selbstverstindlich mu man 
bei Substraten mit nennenswerter Eigenreduktion, die weitgehend gespalter 
werden, nicht mit der Zunahme der Reduktion, sondern mit der Totalreduktion 
rechnen, wenn man die reduktometrisch und girungschemisch gewonnenen 
Zuckerwerte vergleichen will. Rechnet man aber die Gesamtreduktion in Mal- 


_ 


tose um, so erhalt man den Wert 112,7 mg, der wesentlich gréBer als der theo- 
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Tabelle VII. 





PRE ow oe Totale Reduktion Garversuch 
in mg Maltose jaciigien RE eee 


in mg Maltose one - shone 
umgerechnet umgerechnet mg Glucose mg Maltose 


0 35,3 

1,0 36,3 

2,5 37,8 

6,6 41,9 

12,0 | 47,3 

15,2 50,5 

20,7 56,0 

23,6 58,9 

28,1 63,4 

33,6 68,9 

35,3 | 70,6 

41,0 76,3 

48,5 83,5 

62,7 98,0 

68,6 103,9 

72,8 | 108,1 

77,4 112,7 

77,4 112,7 
retisch mégliche ist. Die Erklarung ist selbstverstandlich die, daB das Enzym, 
wie schon mehrmals hervorgehoben, betrachtliche Mengen von Glucose bildet. 
Die im Garversuch gefundenen Zuckermengen sollten zusammen eine Reduktion 
zeigen, die 109 mg Maltose entspricht, was ja recht gut mit dem gefundenen 
Wert von 112,7 iibereinstimmt. Die Spaltungskurve zeigt auch in diesem 
Versuch die oben beschriebene Form: Etwa 30°, der Bindungen des Substrats 
werden mit einer viel gréReren Geschwindigkeit gelést als die folgenden 20%. 

DaB die «-Dextrinfraktionen, vor allem die mit den héheren Mole- 
kulargewichten, uneinheitlich sind, geht, wie schon oben gesagt, u. a. 
daraus hervor, daB bei der Spaltung derselben mit Amylasen nicht alle 
Substratmolekiile in demselben Grad verzuckert werden. Wir haben 
dies im Falle der anomalen Fraktion II niher untersucht. Je lig 
Dextrin in 300 ml wurden mit kleinen Enzymmengen versetzt, und 
zwar im 

Versuch 1 mit 0,3 ccm /-Amylase, 
2, 90,3 «4, «Amylase, 
3 ., 0,15 ,, «Amylase + 0,15 ccm /-Amylase, 
4:",, 12 .,, Speichel. 

Die Mischungen standen 12 Tage unter Toluol. Die Verzuckerung 
durch f-Amylase hatte dann vollstindig aufgehért. In Versuchen mit 
a-Amylasen ist die Verzuckerungsgrenze, wie mehrmals erwihnt, so 
unscharf, daB nicht behauptet werden kann, daf& die Spaltungen in 
den Versuchen 2 bis 4 aufgehért hatten. Das Toluol wurde durch 
Kochen verjagt und die vergiirbaren Zucker mit PreBhefe entfernt. 
Nach Abfiltrieren der Hefe wurden die Dextrine in je drei Fraktionen 
mit Alkohol gefallt (Tabelle VIII). 
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Tabelle VIII. 





Frak- Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 
tion 
Nr. 8 Dextrin 





Molekular- 
gewicht 


Molekular- Molekular- 


g Dextrin gewicht g Dextrin gewicht g Dextrin ee 
I 36 | 4000 10 | 1400 | 20 2000 | 
i } 26 4000 4,3 2150 || 2,5 2000 | 
Ill = 0,6 1900 4,6 1250 || 1,1 1550 | 
Von den durch die f/-Amylase erzeugten Dextrinen hat ein Teil 
sogar ein héheres Molekulargewicht als das Substrat, woraus hervor- 
geht, daB die héhermolekularen Anteile der Dextrinfraktion II weniver 
weitgehend gespalten werden als die niedrigmolekularen. Dies ist ja 
auch mit den friiheren Befunden im Einklang. Die von den «-amylase- 
haltigen Enzymen erzeugten Dextrine haben dagegen niedrigere Mole- 
kulargewichte. Diese Versuche zeigen in Ubereinstimmung mit den 
oben beschriebenen, daB die «-Amylasen Dextrine vom Typus der 
Fraktion II durch Lésen vereinzelter Bindungen im Innern der Ketten 
weiter ,,dextrinieren“‘, wonach die entstandenen Produkte mehr oder 
weniger vollstindig verzuckert werden. 


Wenn man Stirke mit Dextrinogenamylase behandelt, so steigt 
wihrend der Dextrinierung die Reduktionsfihigkeit bis zu einem 
Spaltungsgrad von etwa 16%, stark an. Die Kurve biegt bei diesem 
Spaltungsgrad ab. Bei der Spaltung von Amylose (3) lag der Knick- 
punkt bei den von uns angestellten Versuchen bei etwa 22° Spaltung. 
Wenn man durch Behandlung der Stiirke mit Saccharogenamylase die 
Amylose und die normalen Seitenketten des Amylopektins verzuckert 
und die Maltose durch Géirung beseitigt, so ist das sog. /-Dextrin 
brig, das aus den verzweigten Teilen des Amylopektins besteht. Im 
Falle der Maisstirke haben wir gezeigt, daB bei der Spaltung dieses 
Produktes mit Dextrinogenamylase die Kurve schon bei einem 
Spaltungsgrad von etwa 7°, abbiegt. Wir haben in derselben Weise 
das aus Gerstenstiirke erhiltliche /-Dextrin untersucht. Kleister von 
Gerstenstiirke wurde mit Saccharogenamylase behandelt, bis die 
Reduktion konstant blieb. 57°, Maltose waren dabei gebildet worden. 
Das /-Dextrin wurde mit Alkohol ausgefillt. Ein Teil davon wurde 
mit Dextrinogenamylase behandelt. Die Zunahme der Reduktion geht 
aus der Tabelle IX hervor. 


Tabelle IX. 





Minuten: 0,5 6 | 9 | 15/| 30| 45 | 60 | 75 90 | 105/120 | 136 | 180 | 240 


Spaltungsgrad % | 0,5/ 1,6 | 2,3 2,8 | 4,3'5,1/5,9/6,6 | 6,9| 7,4 2,4/7,7/ 7,9 82 
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Die Kurve biegt also auch in diesem Falle bei etwa 7°, Spaltung 
ab. Die ,,Dextrinierung® gibt aus dem /-Dextrin «-Dextrine mit einem 
mittleren Molekulargewicht von etwa 2300. 

Nach einer Spaltungszeit von 90 Minuten wurde der gréBte Teil 
der Reaktionsmischung, 30g /-Dextrin entsprechend, aufgekocht, die 
vergirbaren Stoffe mit Hefe beseitigt und die Dextrine fraktioniert mit 
Alkohol ausgefillt. Die erste Fraktion war nach dem Trocknen nur 
teilweise wasserléslich. Der Wert der Tabelle X fiir das Molekular- 


gewicht dieser Fraktion gilt fiir den wasserléslichen Teil. 


Tabelle X. 





Fraktion: I il Il | IV 
Ausbeute in g ; 6,4 4,3 4,9 3,3 
Molekulargewicht..... 2700 2600 | 1600 1250 





Die erzeugten «-Dextrine entsprechen den anomalen «-Dextrinen, 
die man bei der Fraktionierung der aus Stiirke entstehenden Produkte 
als die in verdiinntem Alkohol schwerléslicheren Fraktionen erhiilt. 
Der Versuch stiitzt also die Annahme, daB diese Fraktionen aus dem 
verzweigten Teil des Amylopektins stammen. 


Zusammenfassung. 


Die Spaltung der Gerstenstirke durch die Dextrinogenamylase 
verliuft ganz wie die der friiher untersuchten Stirkesorten (Kartoffel-, 
Mais-, Arrowstiirke). Schnell werden etwa 16°,, der Glykosidbindungen 
gelist, wobei die «-Dextrine entstehen. Unter diesen ist etwa die Hiilfte, 
die hauptsichlich Saccharide mit 6 bis 8 Glucoseresten enthiilt, normal 
gebaut und wird dementsprechend von der Saccharogenamylase voll- 
stiindig verzuckert. Die iibrigen haben héhere Molekulargewichte, 
sind anomal gebaut und werden nur teilweise verzuckert. 


Literatur, 


1) B. Ortenblad u. K. Myrbéck, diese Zeitschr. 307, 123, 1941; 315, 233, 
1943. — 2) K. Myrbidck, ebenda 307, 132, 141, 1941; K. Myrbdck u. Barbro 
Martelius, ebenda 316, 414, 1943. 3) K. Myrbdck u. Walborg Thorsell, 
Svensk kem. tidskr. 54, 50, 1942. — 4) K. Myrbdck, diese Zeitschr. 211, 227, 
242, 1942. — 5) #. Ohlsson, C. r. soc. biol. 87, 1183, 1922. 6) K. Murbdack 
u. G, Stenlid, Svensk kem. tidskr. 54, 103, 1942. 7) K. Myrbdck u. Elsa 
Leissner, Arkiv for kemi etc. 17 A, Nr. 18, 1948. 
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Uber Grenzdextrine und Stiirke. 
XXIV. Mitteilung: 
Girenzdextrine aus Gerstenstirke. 
Von 
K. Myrbiieck, K. Ahlborg und B. Ortenblad. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 2. Oktober 1943.) 


Die Dextrinierung der Gerstenstiirke durch die Dextrinogen. 
amylase ist, wie in der vorangehenden Mitteilung gezeigt wurde, der- 
jenigen der Kartoffel-, Mais- und Arrowstirke ganz ihnlich. Labt 
man die gewohnlichen natiirlichen Amylasen lange Zeit auf Stiirke 
bzw. a-Dextrine einwirken, so werden diese mehr oder weniger voll- 
stiindig verzuckert. AuBer Maltose und im Falle der Dextrinogen- 
amylase auch Glucose (vielleicht in vielen Fiillen auch Maltotriose), 
die alle vergiirbar sind, werden unvergiirbare Grenzdextrine gebildet. 
Ihre Menge schwankt mit den Versuchsbedingungen; insbesondere ist 
Ursprung und Vorbehandlung der Enzymlésungen von EinfluB. Dies 
scheint uns zu zeigen, dal die langsame Spaltung der Grenzdextrine 
(,,Nachverzuckerung‘‘), die man oft beobachtet, wenigstens teilweise 
darauf beruht, daB mit den eigentlichen Amylasen vergesellschaftet 
auch andere Carbohydrasen in wechselnden Mengen vorkommen, die 
gewisse Grenzdextrine spalten kénnen. Zum Vergleich mit den aus 
anderen Stirkesorten gewonnenen Grenzdextrinen haben wir auch 
aus Gerstenstiirke mit verschiedenen Amylasen Grenzdextrine dar- 
gestellt and geben hier eine kurze Zusammenfassung der Ergebnisse. 


I, Spaltung durch Extrakt aus achttaigigem Gerstengriinmalz, 


Die Versuche (1 kg Stiirke) wurden wie schon mehrmals beschrieben 
angestellt. Sie wurden abgebrochen, wenn die Reduktion der Versuchs- 


Tabelle I. 





Ausbeute in % Reduktion Molekular- 


Fraktion der Starke gewicht 


% Glucose 


0,39 | 

1,21 17,0 1060 
4,94 | 28,3 640 
0,40 36,2 500 
1,06 37,6 480 
0,05 49,0 370 


90° 
(,é 


15 
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mischungen in mehreren Tagen nicht mehr deutlich anstieg. Wie 
mehrmals betont, 1iBt sich eine wirkliche Verzuckerungsgrenze aus 
den oben angedeuteten Ursachen nicht sicher feststellen., Die Versuche 
werden also recht willkiirlich abgebrochen und die Grenzdextrin- 
ausbeute variiert demgemiB. In Tabelle I finden wir eine Zusammen- 
stellung der Ausbeuten usw. Die erste Fraktion enthielt Verunreini- 
gungen aus der Enzymlésung und wurde nicht niher untersucht. 


Die Dextrinausbeute ist sehr niedrig. Die Grenzdextrinspaltung 
war also sehr stark, was damit zusammenhingt, daB als Enzymmaterial 
roher Malzextrakt angewendet wurde. Die Zusammensetzung des 
Grenzdextringemisches ist sonst derjenigen aus anderen Stirkesorten 
recht aihnlich: Nebst kleineren Mengen von hochmolekularen Kom- 
ponenten kommen Hexasaccharide, Trisaccharide und vor allem Tetra- 
saccharide vor. Die letzte kleine Fraktion enthilt wahrscheinlich 
Isomaltose, da dieser Zucker auch in anderen Fallen nach langdauernder 
Kinwirkung von Amylasen isoliert werden konnte (1). 


II, Spaltung durch Extrakt aus 16taigigem Griinmalz, 


Der Versuch wurde genau wie der Versuch I ausgefiihrt (1 kg 
Stiirke); Kennzeichnung der Grenzdextrine siehe Tabelle IT. 


Tabelle IT. J 





Ausbeute in % Reduktion Molekular- 


Fraktion der Stiirke gewicht 


°% Glucose 
t 


0,16 ea ; 
0,24 13,3 1350 
0,06 - ‘ 

2,26 26,6 675 
0,94 26,2 690 
2,82 37,4 480 


6,48 


Die Dextrinausbeute ist in diesem Falle noch niedriger. Die Grenz- 


dextrinspaltung war also noch gréBer als im Versuch 1. Dies zeigt 
sich auch darin, da alle hochmolekularen Produkte verschwunden 
sind. Von den Hexasacchariden ist auch nicht viel iibrig, sondern die 
Grenzdextrine bestehen zum allergréBten Teil aus Tetra- und Tri- 
sacchariden. 


III. Spaltung mit gereinigter Malzamylase. 


Als Enzympriparat wurde in diesen Versuchen Extrakt aus mit 
ympraj 
Tannin erhaltenen Niederschligen angewendet. Bei der Tanninfillung 
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werden sowohl Saccharogen- als Dextrinogenamylasen gefallt. In eine), 


Versuch mit 2 kg Gerstenstiirke wurden die Fraktionen der Tabelle | [| 
erhalten. 


Tabelle IIL. 





Fraktion 


I 

II 

II 

IV 

Vv 

VI 

Vil 0,73 


Ausbeute in % 
der Stirke 


Reduktion 


% Glucose 


7,8 

9,4 
1,7 
13,4 
15,8 
17,9 
21,0 


Molekular- 
gewicht 


2300 


1900 
1550 
1350 
1150 
1000 

850 


Vill 1,01 27,1 660 


Es zeigt sich also, daB die Grenzdextrine in diesem Fall wesentlich 
héhere Molekulargewichte haben. Dies diirfte wohl damit zusammen- 
hingen, da bei der Tanninfillung der Amylasen dextrinspaltende 
Fermente abgetrennt oder zerstért worden sind. 


Im Zusammenhang mit diesen Versuchen wurden auch die in 
Bierwiirze vorkommenden unvergirbaren Dextrine untersucht. Die 
Reduktionsbestimmungen usw. geben dabei weniger genaue Werte. 
weil die Dextrinfraktionen durch stickstoffhaltige Stoffe aus der Wiirze 
verunreinigt sind. Durch Ausfillung mit Quecksilbersulfat kénnen 
aber die stérenden Stoffe gréBtenteils beseitigt werden. 

1 kg Gerstenmehl] wurde mit 6 Liter Wasser eingemaischt und 1 Stunde 
bei 45° gehalten. Dann wurde die Temperatur waihrend 25 Minuten auf 70)! 
erhéht. Nach 30 Minuten Belassen bei dieser Temperatur wurde aufgekocit 
und filtriert. Nach Vergarung der Zucker mit PreBhefe wurde mit Quecksilber- 
sulfat und BaCO, gefallt, mit H,S entquecksilbert, eingeengt und mit Alkoho! 
fraktioniert gefallt: Tabelle IV. 30g der dritten Fraktion, die Trisaccharicd 
zu enthalten scheint, wurde aufgelést, mit Hefe und danach mit Quecksilbe: 
acetat behandelt und nochmals fraktioniert. Dabei wurden die Fraktionen III : | 
bis III: 7 erhalten (Tabelle JV). 

Betrichtliche Mengen blieben im alkoholischen Filtrat. Es kann 
aus den Werten der Tabelle IV geschlossen werden, daB die Fraktion |!! 
zu etwa gleichen Teilen aus Tetrasacchariden, Trisacchariden uni 
Isomaltose besteht. AuBer diesen niedrigmolekularen Grenzdextrinen 
enthalt die Wiirze groBe Mengen von Dextrinen mit héheren Molekular- 
gewichten. Mit Hinsicht darauf, daB beim Maischen zwar eine selir 
groBe Enzymmenge vorhanden ist, aber andererseits die Einwirkungszeit 
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Tabelle IV. 





Molekulargewicht 
Reduktion sinjlaennthnnesinpsdanlecldipsldnipatsnasintioti 

aus der nach Diffusions- 
% Glucose Reduktion versuchen 


Fraktion 


10,7 L680 1730 
14,1 1270 L040 
32,9 50 660 


645 
590 
Dod 
525 
390 


350 


verhaltnismaBig kurz und die Enzymzerstérung wegen der hohen 
Temperatur grof ist, ist es méglich, daB die Dextrine der Fraktion | 
und Il keine wirklichen Grenzdextrine sind. Sie diirften bei lang- 
dauernder Einwirkung der Amylase teilweise weiter gespalten werden. 


[V. Spaltung mit Takadiastase, 


2kg verkleisterte Gerstenstirke wurden mit Takadiastase be- 
handelt. Die gesamte Ausbeute an Grenzdextrin war 19,6°,. Sie 
wurde in 15 Fraktionen zerlegt. Die Ausbeuten und Molekulargewichte 
sind schon frither (2) in Zusammenhang mit Versuchen iiber die Phosplor- 
siiure in Stirke und Dextrinen angegeben (Tabelle V der zitierten 
Arbeit). Auch unter diesen Grenzdextrinen kommen in betrichtlichen 
Mengen solche vor, die ein Molekulargewicht > 1000 haben. Es fallt 
auf, daB Grenzdextrinfraktionen mit M > 1000 besonders aus Kartoffel-, 
Weizen- und Gerstenstiirke gewonnen wurden, wiihrend solehe Frak- 
tionen in den aus Mais- und Arrowstiirke gewonnenen Gemischen 
fehlten. Dies diirfte mit dem héheren Phosphorsiiuregehalt der erst- 
genannten Stirkesorten zusammenhiingen. Die Substitution der 
Stirkemolekiile durch Phosphorsiiure verhindert die Loésung der an- 
grenzenden Glucosidbindungen. In den Grenzdextrinen ist die Phosphor- 
siiure immer in den Fraktionen mit den héchsten Molekulargewichten 
angehiiuft. 


Zusammenfassung, 


Grenzdextrine aus Gerstenstiirke u. a. in Bierwiirze wurden unter- 
sucht. Die Zusammensetzung der bei ausgedehnter Einwirkung der 
Amylasen entstehenden Grenzdextringemische ist der bei anderen 
Stiirkesorten gefundenen ihnlich. AuBer Dextrinen mit WM - 1000 
treten Hexa-, Tetra- und Trisaecharide sowie Isomaltose auf. 
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Die Untersuchung der enzymatischen Spaltung  verschiede:« 
Stirkesorten zeigt, dal’ sowohl die Dextrinierung wie die Verzuckerisiy 
der primir gebildeten «-Dextrine tiberall in derselben Weise verliiut 
und zu sehr abnlichen Produkten fiihrt. Der Umstand, da® sich di- 
untersuchten Stirkesorten (Karttoffel, Mais, Reis, Arrowroot, Weize: 
Gerste), die ja aus botanisch sehr verschiedenen Pflanzen baw. Pflanzei- 
teilen stammen, beim enzymatischen Abbau sehr ahnlich verhalte 
deutet darauf, daB der Bau der Molekiile iiberall.-wenigstens in de: 
Hinsicht sehr ihnlich sein muB, daB die relative Zahl der Anomalic: 
(z. B. Verzweigungen), die Linge der Seitenketten usw. iiberall fast 
dieselbe ist. 

Literatur, 


1) K. Ahlborg u. K. Myrbdack, diese Zeitschr. 308, 187, 1941. 
tick u. B. Kihlberg, ebenda 315, 250, 1943. 
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